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Matrixmetalloproteinase-2, Matrixmetalloproteinase-9 und Haptoglobin in histologisch 
verändertem und unverändertem Gelenkknorpelgewebe von Mastschweinen 
Osteochondrose und Osteoarthrose sind bei Schweinen häufig auftretende degenerative 
Erkrankungen des Knorpelgewebes, bei deren Entstehung Matrix-Metalloproteinasen (MMP) 
eine entscheidende Rolle spielen. Verschiedene Studien zeigen, dass das Akute-Phase-Protein 
Haptoglobin (HP) inhibitorische Effekte auf die beiden Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 
besitzt. Das Ziel der vorliegenden Studie bestand deshalb darin einen potentiellen Einfluss der 
Gelatinasen auf die Entstehung von Knorpeldegenerationen, sowie mögliche Zusammenhänge 
zwischen HP und der Aktivität der Gelatinasen im porcinen Knorpelgewebe zu untersuchen. 
Dazu wurden Gelenkoberflächen des proximalen und distalen Humerus und Femurs von 
Mastschweinen histopathologisch klassifiziert und Knorpelhomogenate und Synoviaproben 
dieser Gelenke gewonnen. Die Analyse der Gelatinaseaktivitäten der Gewebehomogenate 
erfolgte mittels Zymographie und eines Aktivitätstestes. Zusätzlich wurden die HP-
Konzentrationen der Knorpelhomogenate, der Synovia und des Serums unter Verwendung 
eines Enzym Linked Immunosorbent Assays (ELISA) bestimmt. Die Zymographie zeigte eine 
hohe enzymatische Aktivität der latenten Form der MMP-2 in allen Proben. Die aktive Form 
der MMP-2, sowie die latente und die aktive Form der MMP-9 konnten mit einer geringen 
zymographischen Aktivität in einigen Proben ermittelt werden. Zwischen 
Knorpelhomogenaten von veränderten und unveränderten Knorpelgewebeproben konnten 
keine Unterschiede hinsichtlich der zymographischen Aktivität ermittelt werden. Der 
Aktivitätstest war negativ. Die HP-Konzentrationen der Knorpelhomogenate und der Synovia 
unterschieden sich nicht zwischen Proben von veränderten und unveränderten Lokalisationen. 
Zur Betrachtung des Einflusses von HP auf die Aktivität der MMPs wurden die einzelnen 
Proben hinsichtlich ihres HP-Gehaltes in zwei Gruppen eingeteilt, wobei die Nachweisgrenze 
des HP-ELISAs als Grenzwert fungierte. Knorpelhomogenate mit HP-Konzentrationen über 
der Nachweisgrenze zeigten eine erhöhte enzymatische Wirkung der aktiven Form der MMP-
2.  
Im Gegensatz zum Aktivitätstest werden Inhibitoren während der Zymographie von den 
MMPs abgespalten. Da anders als in der Zymographie im Aktivitätstest keine 
Gelatinaseaktivität nachgewiesen werden konnte, scheint es möglich, dass die Gelatinasen 
sowohl in unveränderten als auch pathologisch veränderten Knorpelgeweben inhibiert sind 
und dementsprechend keine oder nur sehr geringe Aktivitäten der Gelatinasen vorhanden 
sind. Die erhöhte Aktivität der aktiven Form der MMP-2 in Proben mit erhöhten HP-
Konzentrationen ist möglicherweise auf eine Rückkopplung zurückzuführen: HP inhibiert die 
MMP-2 Aktivität, wodurch in Anwesenheit von HP eine höhere Konzentration der MMP-2 
benötigt wird, um das gleiche Ausmaß des Gewebeabbaus zu erhalten. Da HP während der 
Zymographie von den MMPs abgespalten wird, zeigt sich eine erhöhte zymographische 
Aktivität. 
Matrix metalloproteinase-2, matrix metalloproteinase-9 and haptoglobin in healthy and 
histologically altered articular cartilage of pigs 
Osteochondrosis and osteoarthritis are conditions frequently observed in pigs. Matrix 
metalloproteinases (MMP) play a key role in the development of such degenerative joint 
diseases. The acute phase protein haptoglobin (HP) reportedly inhibits the two gelatinases 
MMP-2 and MMP-9. The objectives of this study were to investigate the activity of these 
MMPs in healthy and in degenerative cartilage and to characterize the relation with HP in 
articular cartilages of pigs. 
Joint surfaces of the proximal and distal humerus and femur of fattening pigs were 
histopathologically classified. In addition, cartilage homogenates and synovia were obtained 
from these localisations. The tissue homogenates were analysed for gelatinase activity by 
zymography and by activity assay. The concentration of HP in cartilage homogenates, in 
synovia, and in serum were analyzed by ELISA. 
High enzymatic activity of the MMP-2 latent form was observed in zymography for all 
samples. Zymographic activity of MMP-2 active form and MMP-9 (active and latent form) 
were detected at low levels in some samples. Comparing the zymographic activities of 
gelatinases in unaltered versus altered cartilages yielded no differences. In contrast to 
zymography, cartilage homogenates were negative for MMP-2 and MMP-9 in the activity 
assays. This is explained by the methodological approach since inhibitors are separated from 
the MMPs during zymography but not in the activity assay. The concentrations of HP in 
cartilage homogenates and in synovia from samples without alteration and from samples with 
massive alterations were not different. When classified according to their HP concentration, 
cartilage homogenates with increased HP concentrations had higher (P < 0.05) zymographic 
activities of the MMP-2 active form.  
Our results indicate that both in healthy as well as in altered cartilage, MMP-2 and MMP-9 
activities were absent or only low. Therefore these gelatinases are possibly not involved in the 
degradation of the cartilage. The increased MMP-2 activity in samples with greater HP 
concentrations is possibly due to a feedback loop: HP inhibits MMP-2 activity, and thus more 
MMP-2 is needed to get the same amount of tissue breakdown in the presence of HP. HP is 
separated from the MMPs during zymography, and thereby the detectable zymographic 
activity of MMP-2 is increased. 
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Seit Ende der fünfziger Jahre wird dem sogenannten Beinschwächesyndrom des Schweines, 
charakterisiert durch Beeinträchtigung des Ganges und Schwierigkeiten des Tieres sich zu 
erheben, vermehrte Aufmerksamkeit gewidmet (REILAND, 1978). Die häufigsten Ursachen 
des Beinschwächesyndroms bei wachsenden Schweinen sind durch Osteochondrose oder 
Osteoarthrose hervorgerufenen Knorpeldegenerationen (NAKANO et al., 1987, 
JORGENSEN et al., 1995). Verschiedenste Studien zeigen sehr hohe Inzidenzen derartiger 
Veränderungen in den Gelenken (zur Übersicht siehe HILL, 1990). Die dadurch bedingten 
vorzeitigen Abgänge und verminderten Leistungen der Mast- und Zuchttiere bewirken 
erhebliche finanzielle Einbußen für schweinehaltende Betriebe (HILL, 1990). Neben diesen 
ökonomischen Gesichtspunkten ist es aber auch aus ethischen Gründen angezeigt, diese 
häufig auftretenden, mit Schmerzen für das Tier verbundenen Erkrankung, näher zu 
untersuchen und ihr entgegen zu wirken. 
Die Ätiologie degenerativer Knorpelerkrankungen ist nur unzureichend bekannt. Nach 
MURPHY et al. (1990) spielen die MMP eine Schlüsselrolle bei der Entwicklung solcher 
pathologischen Veränderungen. So konnte bei Gelenkserkrankungen von Pferden eine 
verstärkte Aktivierung der MMP-2 und MMP- 9 nachgewiesen werden (CLEGG & 
CARTER, 1999). Bei porcinen Gelenkknorpeldegenerationen fehlen vergleichbare 
Untersuchungen bislang. Neben der Aktivierung dieser Enzyme spielen jedoch auch mögliche 
Inhibitoren der MMP eine Rolle bei der Entwicklung von Gelenkserkrankungen. Bei Mäusen 
konnte nachgewiesen werden, dass das Akute-Phase Protein HP inhibitorische Wirkung auf 
die MMP-2 und MMP-9 besitzt (DE KLEIJN et. al., 2002). Die Untersuchung eines 
potenziellen Zusammenhanges zwischen HP-Konzentrationen im Knorpelgewebe, bzw. der 
Synovia und der Entstehung von Gelenkknorpeldegenerationen, steht bislang jedoch noch 
aus. 
Ziel der eigenen Arbeit war es deshalb die Bedeutung der MMP-2 und MMP-9 bei der 
Degeneration des Gelenkknorpelgewebes des Schweines näher zu untersuchen. Dabei galt es 
ebenfalls zu klären, welchen Einfluss das Akute-Phase-Protein HP auf die 





2.1 Synovialis und Synovia 
Typischerweise setzen sich Gelenke aus von hyalinem Gelenkknorpel überzogenen 
Gelenkenden zweier oder mehrer Knochen, aus der Gelenkkapsel und den Gelenkbändern 
zusammen. Die Gelenkkapsel geht an den Rändern der Gelenkflächen aus dem Periost 
(Knochenhaut) hervor und umschließt die Gelenkhöhle. Sie besteht aus einer äußeren fibrösen 
Schicht (Membrana fibriosa) und einer Innenschicht (Membrana synovialis). Diese 
Innenschicht, auch Synovialis genannt, ist stark mit Blut- und Lymphgefäßen, sowie 
Nervengewebe durchzogen. Neben der Sezernierung der Synovia ist die Synovialis auch in 
der Lage bestimmte Stoffe zu resorbieren. Es werden zwei Arten von Synovialzellen 
unterschieden. Die A- Synoviozyten ähneln in ihrem Aufbau und Funktion den Makrophagen. 
Die Typ-B Synoviozyten dagegen enthalten vermehrte Anteile an rauem endoplasmatischen 
Retikulum und bilden Hyaluronsäure und Glykoproteine (FASSBENDER, 1975). 
Die Synovia ist eine muzinhaltige, dadurch fadenziehende, klare, bernsteinfarbige Flüssigkeit, 
die die glatte Oberfläche des Gelenkknorpels benetzt und somit die Reibung zwischen den 
Gleitflächen reduziert (NICKEL et al., 1992). Die Synovia stellt ein Dialysat des Blutes dar 
(PERMAN & CORNELIUS, 1980). Die Konzentration einzelner Plasmaproteine in der 
Synovia wird von der Molekülgröße, der Membranpermeabilität und durch die Möglichkeit 
einer lokalen Synthese bestimmt (JONES et al., 1984). Neben Elektrolyten enthält die 
Synovia kleinere Moleküle wie Glukose, Laktat, Sauerstoff und Hyaluronsäure. Die aus 
Glykoaminoglykanen bestehende Hyaluronsäure beeinflusst je nach Länge und Struktur die 
Viskosität der Gelenksflüssigkeit (FASSBENDER, 1975).  
2.2 Knorpel 
Hyaliner Knorpel besteht, wie jedes Bindegewebe, aus Zellen (Chondrozyten) und einer 
extrazellulären Matrix, die die mechanischen Eigenschaften des Gewebes bestimmt. Der 
Anteil von Chondrozyten am gesamten Knorpelvolumen ist sehr gering und schwankt je nach 
 Literatur 
Gelenk, Lokalisation und Spezies. Für humanen Gelenkknorpel werden Werte von 1- 3% 
Zellvolumen am gesamt Knorpelvolumen angegeben (BUCKWALTER & MANKIN, 1998), 
für porcinen Gelenkknorpel liegen keine Werte vor. Die extrazelluläre Matrix des hyalinen 
Knorpels besteht aus Wasser und einem Netzwerk strukturgebender Makromoleküle (Abb. 1), 
die dem Gewebe seine besondere Form und Eigenschaft verleihen.  
 
 
Abb. 1: Extrazelluläre Matrix des Knorpels (MARTINEK, 2003) 
2.2.1 Chondrozyten 
Im hyalinen Gelenkknorpel finden sich als einzige Zellart hochdifferenzierte Chondrozyten. 
Weitere pluripotente, zur Geweberegeneration befähigte Zellen, die es u. a. in der Muskulatur 
gibt, sind nicht vorhanden. Je nach Zone, in der die Chondrozyten lokalisiert sind, zeigen sich 
Unterschiede hinsichtlich Größe und metabolischer Aktivität (SICZKOWSKI & WATT, 
1990). Einige Chondrozyten weisen Zilien auf, die von der Zelle in die extrazelluläre Matrix 
reichen. Diese kurzen Zellausläufer signalisieren den Chondrozyten mechanische 
Veränderungen in der Knorpelmatrix (BUCKWALTER & MANKIN, 1997). Da 
Chondrozyten jeweils von einer eigenen Matrix umgeben sind, werden keine interzellulären 






aufgrund der geringen Zelldichte zeigt das gesamte Knorpelgewebe jedoch nur geringe 
Stoffwechselraten (ARCHER & FRANCIS-WEST, 2003). 
Knorpelzellen besitzen keine Verbindung zum Blutkreislauf, so dass eine Regelung des 
Stoffwechsels durch Substanzen wie z. B. Wachstumsfaktoren und Interleukine (IL) erfolgt, 
die durch die extrazelluläre Matrix diffundieren. Bei adulten Individuen erfolgt die Ernährung 
der Chondrozyten per Diffusion durch aus der Synovia stammende Nährstoffe. Dabei wird die 
Diffusion durch die Knorpelmatrix sowohl durch die Größe der Stoffe als auch durch deren 
Ladung und molekulare Konfiguration begrenzt (FISCHER et al., 1995). Bedingt durch die 
geringen Sauerstoffgehalte innerhalb des Knorpelgewebes erfolgt ein hauptsächlich anaerober 
Stoffwechsel. Die Aktivitäten und Funktionen der Chondrozyten des Gelenkknorpels 
unterscheiden sich zwischen juvenilen und adulten Tieren. Bei wachsenden Individuen weist 
das Knorpelgewebe eine große Anzahl an Chondrozyten mit einer hohen metabolischen 
Aktivität auf. Die Knorpelzellen bilden neues Gewebe, wodurch eine Vergrößerung und 
Umwandlung der Knorpeloberfläche erfolgt. Nach der Skelettreife erfolgt keine weitere 
Volumenvermehrung des Knorpelgewebes und es werden lediglich degradierte 
Makromoleküle ersetzt (BUCKWALTER, 1995; BUCKWALTER, 1996). Die wenigen 
verbleibenden Knorpelzellen erscheinen rundlich und sind komplett von der Matrix 
eingeschlossen (CAPLAN & BOYAN, 1994; BUCKWALTER & MANKIN, 1998). 
Zeitlebens sind jedoch teilungsfähige Zellen vorhanden (Chondroblasten), die in der Lage 
sind durch eine Steigerung der Proliferation und Matrixsynthese kleinere Gewebedefekte zu 
regenerieren (DRENCKHAHN, 1994). So zeigt sich nach beginnender arthrotischer 
Knorpeldegeneration, dass Chondrozyten durch Proliferation Zellcluster bilden, um so der 
Matrixdegeneration entgegenzuwirken. Ein Fortschreiten der Degeneration verhindert diese 
Zellvermehrung jedoch nicht (MARTINEK, 2003). HEMBRY et al. (2001) konnten solche 
Zellcluster ebenfalls nach der Erzeugung von Defekten in porcinem Knorpel nachweisen. 
2.2.2 Bestandteile der extrazellulären Matrix 
Kollagene 
Kollagene stellen mit 10 – 20% der Feuchtmasse (KUETTNER, 1992), bzw. mit etwa zwei 
Drittel der Trockenmasse (EYRE, 2002) des Knorpels, den Hauptbestandteil der 




Netzwerk aus, das als Rahmenkonstruktion des Gelenkknorpels dient und so diesem Gewebe 
seine Festigkeit verleiht (EYRE, 1991). Dieses Netzwerk schützt die Chondrozyten, bindet 
lösliche Bestandteile wie Proteoglykane und Glykoproteine und verankert den Knorpel am 
subchondralen Knochen (KUETTNER, 1992; DIJKGRAAF et al., 1995). Innerhalb dieses 
Netzwerkes lassen sich unterschiedliche Kollagentypen nachweisen. Bei fünf bis sechs 
Monate alten Schweinen konnten WARDAL & DUANCE (1993) die Kollagentypen I, II, VI, 
IX und XI im Gelenkknorpel identifizieren. Dabei zeigte der Kollagentyp II mit etwa 75% 
den größten Volumenanteil. 
Kollagenmoleküle bestehen aus drei jeweils etwa 1050 Aminosäuren langen Polypeptidketten 
(α-Ketten). Die einzelnen Polypeptidketten sind jeweils zu einer linksgedrehten Helix 
geformt. Die drei einzelnen Ketten bilden dann eine gemeinsame rechtsgedrehte Helix, so 
dass eine seilähnliche Tertiärstruktur, die Tripelhelix, entsteht. Die Tripelhelix der Kollagene 
kann aus identischen Polypeptidketten (Homotrimer), z. B. bei Kollagen II und X, oder wie 
im Fall von Kollagen VI, IX und XI aus verschieden Ketten (Heterotrimer) gebildet werden. 
Beim Kollagentyp II bilden die Polypeptidketten eine Helix von 300 nm Länge, die anderen 
Kollagentypen sind deutlich kürzer. Die Kollagene vom Typ I, II, III und XI setzen sich zu 
speziell ausgerichteten supramolekularen Aggregaten (Fibrillen) mit charakteristischen 
Strukturen zusammen (GELSE et al., 2003). Der Kollagentyp II besitzt hohe Anteile an 
Kohlenhydratgruppen, wodurch eine höhere Wasserbindung erzielt wird als bei einigen 
anderen Kollagentypen. Typ IX Kollagen lässt sich als Anhang von Fibrillen finden (EYRE et 
al., 1987), wobei WOTTON et al. (1988) vermuten, dass dieser Kollagentyp Einfluss auf den 
Durchmesser der Fibrillen besitzt. Nach MARTINEK (2003) sind die Kollagentypen IX und 
XI an Quervernetzungen beteiligt und tragen somit zur Stabilisierung des Kollagengerüstes 
bei. Der Kollagentyp X wird ausschließlich in Zonen des mineralisierten Knorpels 
vorgefunden (BUCKWALTER & MANKIN, 1998). 
Proteoglykane 
Proteoglykane bestehen zu etwa 80 - 94% aus Glykosaminoglykanen und zu 6 - 20% aus 
Proteinen (LOHMANDER, 1988). Bei Proteoglykanen handelt es sich um eine Subgruppe 
von Glykokonjugaten mit großen strukturellen und funktionellen Unterschieden 
(HARDINGHAM & BAYLISS, 1990), die als gemeinsames Merkmal einen zentralen 




ist (LÖFFLER, 1990). Glykoaminoglykane sind unverzweigte Polysaccharide, die aus einem 
Dissaccharid entstanden sind. Wenigstens eine Komponente dieses Zuckers enthält eine 
negativ geladene Sulfat- oder Carboxylgruppe. Aus diesem Grund neigen 
Glykoaminokglykane dazu sich gegenseitig und Anionen abzustoßen und Kationen 
anzuziehen, wodurch eine hohe Wasserbindungsfähigkeit erzielt wird. Hyaluronsäure, 
Chondroitinsulfat, Keratansulfat, Dermatansulfat und Heparansulfat sind einige der 
Glykoaminoglykane, die normalerweise im Gelenkknorpel zu finden sind. Die einzelnen 
Proteoglykan-Monomere binden über Verbindungsproteine an Hyaluronsäure und bilden 
unterschiedlich große Aggregate (Aggrecane), wobei die Länge solcher Aggregate zwischen 
100 nm und 10.000 nm liegen kann. Die Aggrecanmoleküle stellen mit etwa 90% den größten 
Anteil an der Knorpelmatrix und füllen fast den gesamten interfibrilliären Raum aus. 
Proteoglykane werden intrazellulär in Chondrozyten und Synoviozyten gebildet, die 
Aggregation findet dagegen erst im extrazellulären Raum statt. Mit etwa 400 bis 800 Tagen 
Halbwertszeit ist die Umsatzrate der Proteoglykane deutlich höher als bei den Kollagenen. 
(ROUGHLEY & LEE, 1994; BUCKWALTER & MANKIN, 1998). 
Proteoglykane bestimmen in erster Linie die viskoelastischen Eigenschaften des Knorpels, 
während die Kollagenfasern hauptsächlich für die elastischen Eigenschaften verantwortlich 
sind (BADER & KEMPSON, 1994). Durch Druck auf den Knorpel wird die interstitielle 
Flüssigkeit, ähnlich wie bei einem Schwamm, mit erheblichem Strömungswiderstand durch 
die Poren der Proteoglykane gepresst. Erst nachdem die Flüssigkeit aus den Poren gedrückt 
wurde, entsteht Druck auf die Proteoglykane (MOW et al., 1984). 
Nicht-kollagene Proteine und Glykoproteine 
Der Anteil an Glykoproteinen und nicht-kollagenen Proteinen an der Trockensubstanz des 
Knorpelgewebes liegt bei etwa 15 - 20%. Diese Proteine binden ebenso wie Proteoglykane 
Wasser, spielen darüber hinaus aber auch bei der Organisation und Stabilisierung des 
makromolekularen Netzwerkes, so wie bei der Anbindung der Chondrozyten an die Matrix, 
eine Rolle (BUCKWALTER & MANKIN, 1998).  
Gewebeflüssigkeit 
Der Gewichtsanteil der Flüssigkeit im Gelenkknorpelgewebe liegt bei 60 - 80%. Die 




mit etwa 60% den niedrigsten (MOW et al., 1984; MARTINEK, 2003). Neben Wasser enthält 
die Flüssigkeit Gase, Metabolite und eine große Anzahl an Kationen, die ein Gleichgewicht 
zu den negativ geladenen Glykoaminoglykanen in der extrazellulären Matrix herstellen. Der 
Austausch dieser Flüssigkeit mit der Synovia versorgt den avaskulären Knorpel mit 
Nährstoffen und Sauerstoff (BUCKWALTER & MANKIN, 1998).  
2.2.3 Struktur des Gelenkknorpels 
Der Gelenkknorpel kann anhand der Morphologie und der biochemischen Eigenschaften der 
Matrix in vier Zonen eingeteilt werden (BUCKWALTER & MANKIN, 1998): 
Oberflächliche Zone 
Die oberflächliche Zone (10 - 20% der Knorpeldicke) des Knorpels stellt die dünnste Zone 
dar. Eine azelluläre Schicht aus Kollagenfasern deckt das Gelenk ab, an die sich eine Schicht 
von tangential zur Oberfläche angeordneten spindelförmigen Chondrozyten und 
Kollagenfasern anschließt. Die Matrix dieser Zone besitzt hohe Anteile an Kollagen und 
niedrige Anteile an Proteoglykanen (BUCKWALTER & MANKIN, 1998; MARTINEK, 
2003). 
Mittlere Zone 
Die extrazelluläre Matrix der mittleren Zonen (40 - 60% der Knorpeldicke) besitzt längere 
und dickere Kollagenfibrillen, mehr Proteoglykane und geringe Gehalte an Kollagen und 
Wasser als die oberflächliche Zone. Die Fibrillen sind schräg oder wahllos zur 
Gelenkoberfläche ausgerichtet. Die Chondrozyten weisen in dieser Zone eine ovale bis 
längliche Form auf und sind in Säulen angeordnet, die senkrecht zur Oberfläche verlaufen 
(BUCKWALTER & MANKIN, 1998; MARTINEK, 2003). 
Tiefe Zone 
In der tiefen Zone des Gelenkknorpels (30% der Knorpeldicke) weisen die Chondrozyten eine 
rundliche Form auf und sind ebenfalls in Säulen angeordnet. Die Zellen zeigen eine hohe 
synthetische Aktivität, die nach WONG et al. (1996) etwa zehnfach höher liegt als bei 
Chondrozyten, die in der oberflächlichen Zone lokalisiert sind. Die in dieser Zone senkrecht 




Lichtmikroskop erkennbare basophile Linie, die die Grenze zwischen nicht-kalzifiziertem und 
kalzifiziertem Gelenkknorpel darstellt (BUCKWALTER & MANKIN, 1998; MARTINEK, 
2003). 
Zone des kalzifizierten Knorpels 
Die dünne Zone des kalzifizierten Knorpels trennt den hyalinen Knorpel vom subchondralen 
Knochen. Die Zone des kalzifizierten Knorpels ist zapfenförmig ausgebildet, um eine 
verbesserte Integrität des Gewebes zu ereichen. Darüber hinaus bewirken die senkrecht durch 
die „Tidemark“ in den subchondralen Knochen verlaufenden Kollagenfasern eine zusätzlich 
Stabilität. Die Chondrozyten weisen eine rundliche Form auf, sind kleiner und teilweise 
vollständig vom kalzifizierten Knorpelgewebe umgeben. Die Knorpelzellen dieser Region 
weisen eine nur sehr geringe metabolische Aktivität auf (MARTINEK, 2003). 
Chondrozyten-Matrix-Interaktion 
Die Interaktion der Chondrozyten mit der sie umgebenden Matrix ermöglicht eine 
lebenslange Aufrechterhaltung der Komplexität und Funktionsfähigkeit des Knorpelgewebes. 
Die Matrix schützt die Chondrozyten gegen Schädigungen, so dass der Phänotyp dieser 
Zellen bei normaler Beanspruchung des Gelenkes unverändert bleibt. Nährstoffe, Substrate 
zur Synthese der Matrixmoleküle, neu synthetisierte Matrixmoleküle, metabolische 
Abfallprodukte, sowie Moleküle mit Funktionen bei der Regulation der Zellaktivität, wie 
Zytokine und Wachstumsfaktoren, werden durch die Matrix transportiert oder dort temporär 
gelagert (BUCKWALTER & MANKIN, 1998). Eine wesentliche Funktion der Matrix besteht 
in der Übertragung von äußeren Einflüssen auf die Chondrozyten. Durch mechanische 
Belastungen des Knorpels entstehen Signale, auf die die Knorpelzellen mit einer Veränderung 
der metabolischen Aktivität reagieren (MARTINEK, 2003). So beschreiben GRAY et al. 
(1988), dass eine chronische Entlastung des Knorpels zu einer Reduktion der 
Proteoglykansynthese und damit zu weitreichenden Veränderungen der mechanischen 




2.2.4 Enchondrale Ossifikation 
Während des Skelettwachstums lassen sich an jedem Ende der Röhrenknochen jeweils zwei 
Regionen mit speziellem Wachstumsknorpel unterscheiden. Die Wachstumszone der 
Epiphysen (zwischen Diaphyse und Epiphyse) bildet das primäre Verknöcherungszentrum 
und ist für das Längenwachstum der Knochen verantwortlich. Der artikuläre/epiphysäre 
Wachstums-Knorpel-Komplex, der das sekundäre Verknöcherungszentrum darstellt, ist 
unterhalb des Gelenkknorpels lokalisiert und ist für die Bildung und Formung der Enden der 
Röhrenknochen verantwortlich. In beiden Fällen wird der Wachstumsknorpel durch Knochen 
ersetzt, indem ein als enchondrale Ossifikation bezeichneter Prozess von Zellproliferation, 
extrazellulärer Matrixsynthese, zellulärere Hypertrophie, Matrixmineralisation und vaskulärer 
Invasion einsetzt (LEFEBVRE & SMITS, 2005; YTREHUS et al., 2007). Der Vorteil dieses 
Prozesses ist, dass das Wachstum der Knochen durch eine kontinuierliche Knorpelbildung mit 
anschließender Verknöcherung es den Individuen ermöglicht, bereits während des Wachstums 
Belastungen tragen zu können (YTREHUS et al., 2007). 
Die Chondrozyten im Wachstumsknorpel können dabei in vier Zonen eingeteilt werden. Die 
Ruhezone enthält nur selten sich teilende Chondrozyten und fungiert vornehmlich als 
Vorstufe der Proliferationszone, in der eine intensive Teilung der Chondrozyten zu 
beobachten ist. Ausdifferenzierte hypertrophe Chondrozyten sondern eine hochspezialisierte 
Matrix ab, die das spätere Extremitätenskelett als Knorpelmodel abbildet. In der darauf 
folgenden Verknöcherungszone wird der Knorpel durch Chondro- und Osteoklasten abgebaut 
und gleichzeitig durch einwandernde Osteoblasten Knochengewebe aufgebaut. Dieser Prozess 
ist durch das Einwandern von Blutgefäßen in das Gewebe begeleitet. Da das Wachstum des 
Knorpels langsamer erfolgt als das Voranschreiten des Verknöcherungsprozesses, nimmt die 
Dicke des Wachstumsknorpels mit der Zeit ab (YTREHUS et al., 2007). 
2.3 Knorpeldegeneration bei Schweinen 
2.3.1 Osteochondrose 
Nach NAKANO et al. (1987) stellt Osteochondrose die Hauptursache bei der Entstehung des 




Grundsätzlich scheint die Ursache für Osteochondrose in einem fokalen Ausbleiben der 
enchondralen Ossifikation zu liegen. Dadurch unterbleibt in einem begrenzten Bereich des 
Wachstumsknorpels die Kalzifizierung der Matrix, so dass Knorpelgewebe im subchondralen 
Knochen verbleibt (EKMAN & CARLSON, 1998). Diese Störung zeigt sich histologisch in 
einer lokalen Zone von verdicktem Knorpel, die durch einen ungleichmäßigen Knorpel-
Knochen-Übergang gekennzeichnet ist. Mit Fortschreiten der Erkrankung erscheint das 
verbleibende Knorpelgewebe weich und rötlich. Das darunterliegende Knochenmark ist 
ödematös und hyperämisch (YTREHUS et al., 2007).  
Hinsichtlich der Nomenklatur von Osteochondrose erfolgt keine eindeutige Unterscheidung 
zwischen osteochondrotischen Läsionen des artikulären/epiphysären Wachstums-Knorpels 
und der Epiphysenfugen (YTREHUS et al., 2007). Allerdings können morphologische 
Unterschiede zwischen Läsionen der beiden Lokalisationen ermittelt werden. Die primären 
Störungen der enchondralen Ossifikation der Epiphysenfugen sind vor allem durch eine 
veränderte Entwicklung der hypertrophen Chondrozyten gekennzeichnet (HILL et al., 1984). 
Dagegen zeigen sich im artikulären/epiphysären Wachstums-Knorpel, bereits bevor eine 
gestörte Ossifikation sichtbar wird, fokale nekrotische Läsionen, wobei aber weder der 
darüberliegende Gelenkknorpel noch der darunterliegende subchondrale Knochen von diesen 
Läsionen betroffen sind (EKMANN et al., 1990; CARLSON et al., 1991; CARLSON et al., 
1995). AL-HIZAB et al. (2002) vermuten, dass diese fokalen Läsionen auf ein 
Ungleichgewicht der katabolen und anabolen Prozesse der Chondrozyten zurückzuführen ist. 
Nach YTREHUS et al. (2004) verursacht eine Unterbrechung der Gefäße die Versorgung des 
Wachstumsknorpels mit Blut, wodurch nekrotische Bereiche im Knorpel entstehen. Mit 
Fortschreiten der Erkrankung zeigen sich häufig Fissuren der Gelenkoberfläche, die 
schließlich zu einer teilweisen Herauslösung von Knorpelstücken (Osteochondrosis 
dissecans) führen können. Auch die Entstehung sekundärer Ostoarthrosen stellt eine häufige 
Folgeerkrankung der Osteochondrose dar (NAKANO et al., 1987). 
Läsionen können sich in verschiedensten Lokalisationen entwickeln und treten in den 
Gelenken oft bilateral symmetrisch auf. Korrelationen von osteochondrotischen 
Veränderungen zwischen verschiedenen Lokalisationen (abgesehen von symmetrischen 





Erste osteochondrotische Veränderungen treten bei Schweinen in der Regel im Alter von etwa 
zwei Monaten auf (YTREHUS et al., 2007), allerdings zeigen einige Studien bereits Läsionen 
kurz nach der Geburt. So konnten HILL et al. (1985) bei Ferkeln bereits am ersten Lebenstag 
bei über 50% der untersuchten Tiere osteochondrotische Läsionen nachweisen und vermuten 
dementsprechend, dass es sich bei diesen Defekten um angeborene Veränderungen handelt. 
Klinische Anzeichen von Lahmheiten treten jedoch häufig erst bei jungen Schweinen im Alter 
ab vier Monaten auf (DEWEY, 1999). 
Durch die Degeneration im Knorpel kommt es zu einer Verschiebung der 
Knorpelzusammensetzung. Dabei zeigt sich bei Osteochondrose, wie in Tab. 1 dargestellt, 
eine Veränderung der Anteile der einzelnen Kollagentypen (WARDAL & DUANCE, 1994). 
 
Tab. 1: Prozentuale Anteile (⎯x ± SEM) verschiedener Kollagentypen im gesunden 
und durch Osteochondrose veränderten Gelenkknorpel von Schweinen 
(modifiziert nach WARDAL & DUANCE, 1994) 
Kollagentyp Gelenkknorpel (unverändert) Gelenkknorpel (Osteochondrose) 
I 11,6 ± 3,8 21,6 ±6,0 
II 75,5 ± 5,0 71,7 ± 4,7 
IX 3,9 ±1,8 0,8 ± 0,1 
X 0 0,05 ± 0,03 
XI 9,0 ± 2,9 5,9 ± 1,5 
 
Osteochondrose gilt als eine Erkrankung mit multifaktorieller Ätiologie (EKMAN & 
CARLSON, 1998). Als mögliche Faktoren, die bei der Entstehung der Erkrankung eine Rolle 
spielen, gelten unter anderem schnelles Wachstum, genetische Einflüsse, Traumata, 
Ernährungsfaktoren und bestimmte Haltungsbedingungen (YTREHUS et al., 2007, 
NAKANO et al., 1987).  
Wachstumsraten 
Verschiedene Studien zeigen einen signifikanten Zusammenhang zwischen hoher 
Wachstumsrate und Beeinträchtigungen des Ganges (GRONDALEN, 1974a; LUNDEHEIM, 
1987). Schnelles Wachstum und die damit verbundenen Zunahmen an Muskelmasse könnten 




(NAKANO et al., 1987). Allerdings zeigt eine Reduzierung der Futteraufnahme durch 
restriktive Fütterung (GRONDALEN, 1974a; ARTHER et al., 1983) oder das Füttern eines 
energieärmeren Futtermittels (NAKANO et al., 1984; WOODARD et al., 1987) und die damit 
verbundenen geringeren Tageszunahmen keine Verminderung des Auftretens von Läsionen 
durch Osteochondrose bei Schlachtschweinen.  
Genetische Einflüsse 
Unterschiede in der Prävalenz von Osteochondrose verschiedener Schweinerassen lassen 
einen genetischen Einfluss bei der Entstehung der Krankheiten vermuten (YTREHUS et al., 
2007). So weisen langsam wachsende Yucatan-Schweine keine Osteochondrose auf 
(FARNUM et al. 1984). Eine Studie von KADARMIDEEN et al. (2004) zeigt jedoch bei 
Schweinen (Schweizer Edelschwein, Schweizer Landrasse, Duroc) nur geringe bis mittlere 
Heritabilitäten für osteochondrotische Läsionen. 
Traumata 
NAKANO & AHERNE (1988) berichten, dass Schweine, die als Läufer Sprüngen aus 
verschieden Höhen von unter einem Meter ausgesetzt wurden, bei der Schlachtung mehr 
osteochondrotische Läsionen zeigten als eine Kontrollgruppe. Allerdings vermuten 
YTREHUS et al. (2007) einen nur begrenzten Einfluss von Traumata auf die Entstehung von 
Osteochondrose, da in den meisten Fällen von Osteochondrose keine Traumata der 
Entstehung der Knorpeldegeneration zugeordnet werden können. 
Fütterung 
Auch der Einsatz von Futtermitteln mit Gehalten an verschiedenen Mineralien und 
Vitaminen, die über die in der Praxis angewendeten Empfehlungen hinausgehen, bewirken 
keine Verringerung der Gelenksveränderungen (NAKANO et al., 1987). 
Haltungsfaktoren 
Des Weiteren konnte bei einer unterschiedlichen Gestaltung der Stallböden (darunter auch 
Einstreu mit Stroh) keine verbesserte Gesundheit der Gelenke ermittelt werden (PERRIN et 
al., 1978). Vermehrte Bewegung führte ebenfalls nicht zu einer verminderten Häufigkeit oder 





Osteoarthrose ist eine nichtinfektiöse, chronische, durch fortschreitende Degeneration und 
anschließendem Verlust des Gelenkknorpels charakterisierte Erkrankung, die als primäre 
Erkrankung oder als Folge einer primären Ursache (sekundäre Osteoarthrose) entsteht. 
Während der Homöostase ist der Knorpelmetabolimus durch ein konstantes Gleichgewicht 
zwischen Synthese und Katabolismus gekennzeichnet. Während der Entstehung von 
Osteoarthrose wird dieses homöostatische Gleichgewicht durch eine gesteigerte Produktion 
und Aktivierung von Proteasen gestört (KUETTNER et al., 1992). Es wird vermutet, dass der 
initiale Schritt der Entstehung von Osteoarthrose durch den Abbau von Gelenkknorpelmatrix 
durch Proteasen (Kathepsin B und D) ausgelöst wird, die durch Chondrozyten-Lysosomen 
nach biomechanischer Zerstörung der Knorpelmatrix freigesetzt werden. Als Folge daraus 
werden Matrixmetalloproteinasen aktiviert, die zusätzlich durch Zytokine eine Steigerung 
ihrer Aktivität erfahren (MARTEL-PELLETIER et al., 1986; DEAN, 1991; HERMAN et al., 
1991; SIPE et al., 1994). Wenn die Regenerationskapazität der Chondrozyten mit dem Verlust 
an Knorpelsubstanz nicht mithalten kann, kommt es dann zu fortschreitenden 
Knorpelverlusten (KUETTNER et al., 1992). 
Obwohl Osteoarthrose als eine nichtentzündliche Erkrankung klassifiziert wird, können in 
vielen Fällen milde bis moderate Anzeichen einer Entzündung an Synovialmembran und in 
der Synovia nachgewiesen werden. So zeigen sich unter anderem eine Erhöhung der 
Leukozytenanzahl und morphologische Veränderungen der Synovialmembran 
(GOLDENBERG et al., 1982). Die Konzentrationen der Entzündungsmediatoren steigen in 
der Synovia an, wenn auch nicht in dem Ausmaß wie bei einer Arthritis (SIPE, 1995).  
2.3.3 Häufigkeiten von Knorpeldegenerationen bei Schweinen 
Auf Osteochondrose und Osteoarthrose zurückzuführende Veränderungen des 
Knorpelgewebes sind in der Schweinehaltung von großer Bedeutung (HILL, 1990). 
GRONDALEN (1974a) zeigte bei Schweinen, die im Alter von 5 bis 6 Monaten geschlachtet 
wurden, eine nahezu hundertprozentige Inzidenz von Osteochondrose. Andere Studien finden 
bei Mastschweinen im Alter von 180 Tagen bei 90% der Tiere degenerative Veränderung des 
Gelenkknorpelgewebes (REILAND et al., 1978). Auch bei Zuchttieren besitzen 




Zuchttieren, die aufgrund von Lahmheiten gemerzt wurden, bei 100% der Tiere 
Osteochondrose oder Osteoarthrose nachgewiesen werden. Darüber hinaus zeigten bis zu 
40% der Eber von Leistungsprüfanstalten durch Osteochondrose oder Osteoarthrose bedingte 
Knorpeldegenerationen (GRONDALEN, 1974a; GRONDALEN, 1974b). 
 
2.4 Matrixmetalloproteinasen 
2.4.1 Struktur der Matrixmetalloproteinasen 
MMPs umfassen eine „Familie“ von kalziumabhängigen, zinkhaltigen Endopeptidasen, die 
strukturelle und funktionelle Gemeinsamkeiten aufweisen. Sie werden in einer inaktiven 
(latenten) Form sezerniert, die auch als Zymogen bezeichnet wird. Diese latenten MMPs 
benötigen einen Aktivierungsschritt, bevor sie in der Lage sind extrazelluläre Matrix zu 
spalten (BODE & MASKOS, 2000; BODE & MASKOS, 2003). MMPs bestehen 
normalerweise aus drei Domänen, dem aminoterminalen Propeptid, der katalytischen Domäne 
und einer Hemopexin-Domäne am Carboxylende. Die Propeptid-Domäne besteht aus etwa 80 
Aminosäuren. Ein Cysteinrest innerhalb dieser Domäne bindet an ein aktives Zinkion 
innerhalb der katalytischen Domäne, wodurch die Inaktivität der Zymogene hervorgerufen 
wird (WOESNNER, 1991; BODE et al., 1999). 
Die katalytische Domäne besteht aus etwa 170 Aminosäuren. Neben dem katalytischen 
Zinkatom enthält diese Domäne ein zusätzliches Zinkion und zwei bis drei Kalziumionen, die 
für die Stabilität des Enzyms sorgen sowie für die enzymatische Aktivität notwendig sind 
(BORKAKOTI, 2000). Die MMP-2 und MMP-9 besitzen innerhalb der katalytischen 
Domäne eine dreifache Wiederholung einer Fibronectin-Typ II Domäne, die mit Kollagen 
und Gelatine interagieren (ALLAN et al., 1995, STEFFENSEN et al., 1995). Die C-terminale 
Hemopexin–Domäne (210 Aminosäuren) spielt eine funktionelle Rolle bei der 
Substratbindung und Interaktion mit spezifischen Inhibitoren (MASSOVA et al., 1998) und 







2.4.2 Einteilung der Matrixmetalloproteinasen 
Auf Grundlage ihrer Substratspezifität, Sequenzgleichheit und Organisationen der Domänen 
werden die bislang 24 bekannten MMPs in sechs verschiedene Gruppen eingeteilt (VISSE & 
NAGASE, 2003). Abb. 2 zeigt schematisch die Unterschiede in der Proteinstruktur zwischen 
den verscheiden Gruppen der MMPs. 
 
Abb. 2:  Proteinstruktur der Matrix-Metalloproteinasen (MMPs)   
Die proteolytische Abtrennung des Propeptid bewirkt eine 
Konformationsänderung und Aktivierung der MMPs. Die Bindungsregion der 
katalytischen Domäne ist strukturell dem jeweiligen Substrat angepasst. Die 
Hämopexindomäne ist an der Substratbindung und an der Inaktivierung des 
Enzyms beteiligt (modifiziert nach CREEMERS et al., 2001). 
Kollagenasen 
MMP-1, MMP-8, MMP-13 und MMP-18 gehören zu der Gruppe der Kollagenasen. Die 




























































Kollagenasen auch eine große Anzahl weiterer Moleküle verdauen (VISSE & NAGASE, 
2003). 
Gelatinasen 
Die MMP-2 (Gelatinase A) und MMP-9 (Gelatinase B) werden in dieser Gruppe 
zusammengefasst. Diese beiden Enzyme verdauen Gelatine, die denaturierte Form von 
Kollagen. Des Weiteren verdaut die MMP-2 die Kollagentypen I, II und III (AIMES & 
QUIGLEY, 1995; PATTERSON et al., 2001), sowie die Kollagen Typen IV, V, VII X, XI 
(BIRKEDAL-HANSEN et al., 1993). Die MMP-9 verdaut neben Gelatine noch die 
Kollagentypen IV und V (BIRKEDAL-HANSEN et al., 1993). FOSSANG et al. (1992) 
konnten ebenfalls eine enzymatische Aktivität der Gelatinasen bei Spaltung von Aggrekan 
nachweisen.  
Stromelysine 
MMP-3, MMP-10 und MMP-11 werden zur Gruppe der Stromelysine gezählt. Die MMP-3 
aktiviert einen Großteil der anderen Pro-MMPs (SUZUKI et al., 1990). 
Matrilysine 
Die zu dieser Gruppe zugeordnete MMP-7 und MMP-26 zeichnen sich durch ein Fehlen der 
Hemopexin-Domäne aus. Sie haben ein breites Substratspektrum an Bestandteilen der 
extrazellulären Matrix (VISSE & NAGASE, 2003). 
Membranständige MMPs (MT-MMPs) 
Sechs verschiedene MMPs (MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-24, MMP-25) 
werden zur Gruppe der Membranständigen MMPs gezählt. MT-MMPs werden nicht 
sezerniert, sondern liegen an der Membran gebunden vor (VISSE & NAGASE, 2003). 
Nicht klassifizierbare MMPs 
Sieben MMPs (MMP-12, MMP-19, MMP-20, MMP-21, MMP-23, MMP-27, MMP-28) 




2.4.3 Regulation der Matrixmetalloproteinasen 
Die Aktivität der MMPs wird durch die Beeinflussung der Transkription, der Aktivierung der 
Proenzyme und durch die Aktivität von Inhibitoren reguliert. 
Expression 
Die Expression von MMP-Genen wird durch verschiedene stimulatorische Faktoren, unter 
anderem Wachstumsfaktoren, Zytokine (Interleukin (IL)-1, Tumornekrosefaktor (TNF)-α), 
Chemikalien und physikalische Einflüsse und suppressive Faktoren, z. B. Transforming 
Growth Factor β (TGF-β), Glukokorticoide, Retinoide, reguliert (NAGASE, 1996). 
Posttranskriptional wird die Aktivität der MMPs über die Halbwertzeit ihrer mRNA 
beeinflusst. So wird z. B. das Transkript von MMP-13 durch Glukokortikoide stabilisiert und 
durch TGF-β destabilisiert (DELANY et al., 1995; VINCENTI, 2001). 
Aktivierung 
Die Aktivierung der Pro-MMPs erfolgt durch die Zerstörung der Bindung zwischen dem 
Zinkion der katalytischen Domäne und dem Cysteinrest. Dieser Mechanismus wird als 
„cystein switch“ bezeichnet. Ein Wassermolekül bindet an das Zinkion und ersetzt den 
Cysteinrückstand nach der Dissoziation. Dadurch wird das bis dahin nicht katalytische Zink 
in ein katalytisch aktives umgewandelt, wodurch ein intermediär aktives Enzym entsteht. 
Anschließend wird die Pro-Domäne der MMPs durch autokatalytische Spaltung oder durch 
andere Proteasen entfernt. Diese Spaltung verursacht eine Reduktion der Molekularmasse und 
bewirkt die völlige Aktivierung des Enzyms (VAN WART & BIRKEDAL-HANSEN, 1990). 
Die Reduktion der Molekularmasse bewegt sich etwa in einem Bereich von 8-10 kDa (PARK 
et al., 1991). Die Aktivierung der Pro-MMPs kann sowohl auf proteolytischer als auch auf 
nicht-proteolytischer Weise erfolgen. Für die proteolytische Aktivierung haben COCORDAN 
et al. (1996) verschiedene Mechanismen beschrieben. Zum einen ist auf der extrazellulären 
Ebene eine Aktivierung durch Nicht-MMP-Proteine möglich. So wirken Gewebe- oder 
Plasmaendopeptidasen aktivierend auf MMPs. Ebenfalls bewirkt die Peptidase Plasmin eine 
vollständige Aktivierung von Pro-MMP-9, Pro-MMP-3 und Pro-MMP-10 (CARMELIET et 
al., 1997; LIJNEN, 2002). Auch Kallikrein, Thermolysin, Chymotrypsin und Trypsin spielen 
bei der Aktivierung von MMPs eine Rolle (OKADA et al., 1988; DUNCAN et al., 1998; 




Aktivierung hervor. IMAI et al. (1995) beschreiben, dass Matriylysine in der Lage sind Pro-
MMPs-3 vollständig und Pro-MMPs-9 teilweise zu aktivieren. OGATA et al. (1992) zeigen, 
dass die MMP-3 wiederum in der Lage ist, die MMP-9 zu aktivieren. Darüber hinaus ist die 
MMP-2 in der Lage die Pro-MMP-9 zu aktivieren (FRIDMAN et al., 1995). Bei der Pro-
MMP-2 findet der größte Teil der Aktivierung auf der Zelloberfläche durch MT-MMPs statt 
(TAKINO et al., 1995; BUTLER et al., 1997; LIANO et al., 1999; PEI, 1999; ENGLISH et 
al., 2000). Einen besonderen Aspekt stellt hierbei die Tatsache dar, dass ein „Tissue Inhibitor 
of Matrixmetalloproteinases“ (TIMP) zu Aktivierung benötigt wird. Der Inhibitor TIMP-2 
bindet an der Zelloberfläche zunächst an eine bereits intrazellulär aktivierte MT-MMP. 
Anschließend bindet die Pro-MMP-2 an den gebundenen TIMP und bildet so einen Komplex 
aus MT-MMP, TIMP und Pro-MMP-2, der dann durch eine angrenzende MT-MMP aktiviert 
werden kann (STRONGIN et al., 1995; BUTLER et al., 1998; WANG et al., 2000). 
Hemmung 
Eine Hemmung der Aktivität der MMPs kann durch spezifische und unspezifische Inhibitoren 
erfolgen. Die Gruppe der TIMPs stellen die spezifischen Inhibitoren dar. Sie binden in einem 
stöchiometrischen Verhältnis von 1:1 an MMPs. Bislang konnten vier verschiedene TIMPs 
bei Wirbeltieren ermittelt werden. TIMPs weisen eine Molekularmasse von 21 bis 29 kDa 
auf. Sie bestehen aus einer N- und C-terminalen Domäne, die durch jeweils drei 
Disulfidbrücken in ihrer Konformation stabilisiert werden (VISSE & NAGASE, 2003). Die 
TIMPs binden in der gleichen Weise wie die Substrate an die katalytische Domäne der MMPs 
(FERNANDEZ-CATALAN et al., 1998). Neben den TIMPs als spezifische Inhibitoren der 
MMPs gibt es auch unspezifische Inhibitoren, zu denen das Akute-Phase-Protein α2-
Makroglobulin gehört. So berichten CAWSTON & MERCER (1986), dass in Lösungen die 
MMP-1 mit dem α2-Makroglobulin leichter reagiert als mit dem TIMP-1 und sowohl im 
Serum als auch in der Synovia mit über 95% den größten Anteil der Inhibitoraktivität besitzt. 
Neben dem α2-Makroglobulin konnten für das ebenfalls zu den Akute-Phase-Proteinen 
zählende HP inhibitorische Wirkungen auf die MMP-2 und MMP-9 nachgewiesen werden 




2.4.4 Nachweismethoden von Matrixmetalloproteinasen 
Zymographie 
Die Zymographie (Substratgelelektrophorese) ist eine Methode, die MMPs anhand des 
Verdaues ihres bevorzugten Substrates und des Molekulargewichtes identifiziert. Grundlage 
dieser Methode ist die Auftrennung von Proteinen mit Hilfe der Gelelektrophorese 
(LAEMMLI, 1970). Bei der Zymographie erfolgt die Trennung der Proteine in einem 
Polyacrylamidgel, dem ein spezifisches Substrat (zum Nachweis von Gelatinasen wird 
Gelatine hinzugefügt) beigemengt wird, welches zusammen mit Acrylamid polymerisiert. 
Während der Elektrophorese werden durch vorhandenes Sodium Dodecyl Sulfat (SDS) 
Proteine denaturiert und dadurch die MMP inaktiviert. Gleichzeitig verursacht das SDS eine 
Dissoziation des Cysteinrückstandes vom Zinkmolekül, wodurch die latente Form der MMPs 
aktiviert wird. Nach der Elektrophorese wird das Gel gewaschen, wodurch ein Austausch des 
SDS erfolgt, die MMPs renaturieren und dadurch wieder in einen aktiven Zustand überführt 
werden. Während einer anschließenden Inkubationszeit verdauen die durch die 
Elektrophorese konzentrierten und renaturierten MMPs die Gelatine. Nach der Inkubation 
wird das Gel gefärbt und die MMPs erscheinen als klare Banden gegen einen dunklen 
Hintergrund von unverdautem Substrat. Auf Grundlage verschiedener Molekulargewichte 
können mit Hilfe der Zymographie sowohl die aktiven Formen der MMPs als auch die 
Proenzyme nachgewiesen werden. Unter dem Einfluss von SDS erfolgt jedoch auch eine 
Dissoziation der Inhibitoren von den MMPs. Dadurch zeigt sich in der Zymographie unter 
Umständen eine höhere Aktivität der MMPs, als sie in vivo vorliegt (SNOEK-VAN 
BEURDEN & VON DEN HOFF, 2005). 
Aktivitätstest 
Neben der Zymographie besteht die Möglichkeit, die Aktivität von Gelatinasen mit Hilfe 
eines Aktivitätstestes zu bestimmen. Dazu werden die zu untersuchenden Proben zu 
biotinmarkierter Gelatine gegeben. Während einer folgenden Inkubation spalten vorhandene 
Gelatinasen die Gelatinestränge. Anschließend wird das Gemisch auf biotinbindende, 
streptavidinbeschichtete Mikrotiterplatten gegeben. Nach einer Inkubationszeit werden 
ungebundene, biotinmarkierte Gelatinefragmente durch einen Waschschritt entfernt und 
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vorhandenes Biotin mit Hilfe einer enzymatischen Farbreaktion nachgewiesen und 
photomoetrisch gemessen. 
Gelatinefragmente, die keine Biotinmarkierung aufweisen, können nicht an die 
streptavidinbeschichteten Platten binden und werden dementsprechend während des 
Waschvorganges entfernt. Fragmente, die einen Biotinrest tragen, werden an den 
Streptavidinplatten gebunden, enthalten allerdings kein weiteres Biotin mehr, das 
enzymatisch nachgewiesen werden könnte. Daher können nur Fragmente detektiert werden, 
die wenigstens zwei Biotinreste tragen. So bedeutet eine geringe Farbreaktion eine hohe 
Degradation der Gelatinestränge und somit eine hohe Aktivität der Gelatinasen. Im Gegensatz 
zur Zymographie wird mit Hilfe dieses Testes nur die Aktivität der Gelatinasen gemessen, die 
aktiviert und gleichzeitig nicht inhibiert sind (RATNIKOV et al., 2000). 
2.5 Haptoglobin 
2.5.1 Eigenschaften von Haptoglobin 
HP, ein α2-Glykoprotein, gilt neben dem C-Reaktiven Protein und dem Pig Major Akute-
Phase-Protein als eines der wichtigsten Proteine, das während der Akute-Phase-Reaktion 
beim Schwein gebildet werden (ECKERSALL et al., 1996). HP wird zu den positiven Akute-
Phase-Proteinen gezählt, da die Konzentration im Plasma während der Akuten-Phase-
Reaktion um mehr als 25% zunimmt (THOMPSON et al., 1992). Während beim Menschen, 
bedingt durch zwei Allele, drei phänotypisch unterschiedliche Formen von HP existieren 
(DOBRYSZYCKA, 1997), konnte beim Schwein lediglich eine Form von HP ermittelt 
werden, die dem HP-Typ 1-1 des Menschen entspricht (FRASER & SMITH, 1970). Dieser 
Typ von HP weist eine vierkettige Struktur auf, die aus zwei leichten α- (Molekulargewicht 
9100 Da) und zwei schweren β-Ketten (Molekulargewicht 40000 Da) besteht, die über 






2.5.2 Physiologische Funktionen von Haptoglobin  
Eine wesentliche Funktion von HP liegt in der Bildung von stabilen Komplexen mit 
Hämoglobin. HP ist das Plasmaprotein mit der höchsten Bindungsaffinität zu Hämoglobin 
(FAGOONEE et al., 2005). Nach BOWMAN & KUROSKY (1982) stellt dieser Komplex 
eine der stärksten in der Biologie bekannten nichtkovalenten Bindungen dar. 
Hämoglobin-HP-Komplexe können nicht über die Niere ausgeschieden werden, so dass eine 
Wiederverwertung des Eisens in der Leber ermöglicht wird. Für den 
Hämoglobinmetabolismus spielt HP eine entscheidende Rolle, da der für den Abbau 
verantwortliche Rezeptor CD 163 der Monozyten bzw. Makrophagen ausschließlich 
Hämoglobin–HP-Komplexe bindet, nicht aber ungebundenes Hämoglobin (KRISTIANSEN 
et al., 2001). Nach der Bindung des Komplexes an den Rezeptor erfolgt die Aufnahme in die 
Zelle, in der das Eisen von HP mit Hilfe des Enzyms Hämoxygenase getrennt wird. Mit Hilfe 
des Eisentransporters MTP-1 gelangt das Eisen dann, an Proteinkomplexe gebunden in den 
extrazellulären Raum (YANG et al., 2002). Die makrophagenähnlichen Typ-A Synoviozyten 
der Synovialis besitzen ebenfalls den Rezeptor CD 163 (SCHMIDT et al., 2005).  
Durch die Bindung von Eisen besitzt HP einen bakteriostatischen Effekt. Da das für Bakterien 
lebensnotwendige Eisen gebunden wird und so den Bakterien nicht mehr zur Verfügung steht, 
erfolgt eine Hemmung des Bakterienwachstums (EATON et al., 1982). So konnten 
DELANGHE et al. (1998) einen inhibitorischen Effekt auf das Wachstum des Bakteriums 
Streptococcus pygones durch humanes HP nachweisen. 
Außerhalb der Erythrozyten stellt Hämoglobin ein hoch toxisches Oxidans dar. Die toxische 
Wirkung von freiem Hämoglobin und seinem Abbauprodukt Häm ist in erster Linie auf die 
Fähigkeit zurückzuführen, durch die Freisetzung von Eisen Hydroxylradikal zu bilden. Diese 
Wirkung wird durch die Bindung von HP an Hämoglobin verhindert. Extrazelluläres 
Oxyhämoglobin oxidiert zu Superoxidradikalen und Fe3+. In der Gegenwart von 
Hydrogenperoxid oder Lipidperoxid werden Fe2+ oder Fe3+ weiter zu Fe4+ oxidiert, einer 
hochtoxischen Komponente mit einem Redoxpotential ähnlich dem freier Hydroxylradikaler 
(ALAYASH, 1999; LIM et al., 2001). Diese Radikale sind in der Lage durch 
Lipidperoxidationen Schäden in der Zellmembran zu verursachen oder die 
Sulfhydrildgruppen in Proteinen zu oxidieren, wodurch Rezeptorfunktionen, Enzyme und 
Transportproteine beeinträchtigt werden (ALLEN & TRESINI, 2000; DRÖGE, 2002). 




Nukleinsäuren durch freie Radikale. Durch diese Vermeidung der Radikalenbildung schützt 
HP so auch die Niere vor Schädigungen, die andernfalls bei einer verstärken Hämolyse durch 
ungebundenes Hämoglobin hervorgerufen würden (FRIEDRICHS et al., 1995; 
DOBRYSZYCKA, 1997). 
2.5.3 Haptoglobin und Gelenkserkrankungen 
HEINONEN et al. (2006) zeigten, dass Zuchtschweine, die an durch Osteochondrose, 
entzündlichen Hautläsionen oder Klauenläsionen hervorgerufenen Lahmheiten erkrankt 
waren, erhöhte HP-Serumkonzentrationen aufwiesen. Untersuchungen zu HP-Gehalten in der 
Synovia und im Knorpelgewebe bei lahmenden Schweinen liegen nicht vor. WILLUMSEN & 
FRIIS (1975) wiesen bei Menschen mit Arthrithis und Arthrose HP in der Synovia nach, 
wobei in Proben aus Gelenken mit athritischen Veränderungen höherer HP-Konzentrationen 
ermittelt werden konnten. Die Autoren konnten darüber hinaus eine hohe Korrelation der HP-
Konzentrationen im Serum und in der Synovia nachweisen und vermuten deshalb eine passive 
Diffusion aus dem Plasma durch die Synovialmembran in die Synovia. 
 
 




Gelatinase activities and haptoglobin concentrations in 
healthy and in degenerative articular cartilage of pigs 
Abstract 
Osteochondrosis and osteoarthritis are conditions frequently observed in pigs. Matrix 
metalloproteinases (MMPs) play a key role in the development of such degenerative joint 
diseases. The acute phase protein haptoglobin (HP) reportedly inhibits the two gelatinases 
MMP-2 and MMP-9. The objectives of this study were to investigate the activity of these 
MMPs in healthy and in degenerative cartilage and to characterize the relation with HP in 
articular cartilages of pigs. 
Joint surfaces of the proximal and distal humerus and femur of fattening pigs were 
histopathologically classified. In addition, cartilage homogenates and synovia were obtained 
from these localisations. The tissue homogenates were analysed for gelatinase activity by 
zymography and by activity assay. The concentration of Hp in cartilage homogenates, in 
synovia, and in serum were analyzed by ELISA. 
High enzymatic activity of the MMP-2 latent form was observed in zymography for all 
samples. Zymographic activity of MMP-2 active form and MMP-9 (active and latent form) 
were detected at low levels in some samples. Comparing the zymographic activities of 
gelatinases in unaltered versus altered cartilages yielded no differences. In contrast to 
zymography, cartilage homogenates were negative for MMP-2 and MMP-9 in the activity 
assays. This is explained by the methodological approach since inhibitors are separated from 
the MMPs during zymography but not in the activity assay. The concentrations of HP in 
cartilage homogenates and in synovia from samples without alteration and from samples with 
massive alterations were not different. When classified according to their HP concentration, 
cartilage homogenates with increased HP concentrations had higher (P < 0.05) zymographic 
activities of the MMP-2 active form.  
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Our results indicate that both in healthy as well as in altered cartilage, MMP-2 and MMP-9 
activities were absent or only low. Therefore these gelatinases are possibly not involved in the 
degradation of the cartilage. The increased MMP-2 activity in samples with greater HP 
concentrations is possibly due to a feedback loop: HP inhibits MMP-2 activity, and thus more 
MMP-2 is needed to get the same amount of tissue breakdown in the presence of HP. HP is 
separated from the MMPs during zymography, and thereby the detectable zymographic 
activity of MMP-2 is increased. 
 
Keywords: pig, cartilage, gelatinase, haptoglobin 
Introduction 
Leg weakness is a disease characterized by lameness and by difficulties in standing up. The 
condition is frequently observed in pigs. Osteochondrosis and osteoarthrithis are considered to 
be the most common non-infectious causes of this disease (REILAND, 1978). 
Osteochondrosis is a non-inflammatory disturbance of the process of osteochondral 
ossification in joint cartilage and growth plates (GRONDALEN, 1974a). Osteoarthritis is a 
degenerative process of joints characterized by progressive deterioration and erosion of 
cartilage which develops frequently as a result of osteochondrosis (REILAND et al., 1978). 
The etiology of degenerative cartilage alterations is poorly understood. It is known that 
MMPs play a key role in the formation of such pathological conditions (MURPHY et al., 
1990). MMPs form a family of zinc endopeptidases which are structurally and functionally 
related. They are secreted as latent forms and need an activation step before they are able to 
degrade extracellular matrix macromolecules. The activities of the MMPs are regulated by 
tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs) and unspecific inhibitors (CAWSTON, 1996). 
MMP-2 and MMP-9 form the subgroup of the gelatinases and are able to degrade gelatin and 
different collagens (BIRKEDAL-HANSEN et al., 1993). For the acute phase protein HP, 
inhibitory effects on gelatinase activity have been demonstrated (DE KLEIJN et al., 2002). 
HP is a α2-glycoprotein with haemoglobin-binding capacity; it is mainly produced in the liver, 
but expression can also be induced in various other tissues (DOBRYSZYCKA, 1997, 
THIELEN et al., 2007). In rats, tendons, ankle and knee are described as expression sites of 
HP (SMEETS et al., 2003). 
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We herein aimed to characterize gelatinase activity in normal porcine cartilage and in 
cartilage with histopatholologically proven alterations. In addition, we investigated the 
relationship between HP and gelatinase activity in articular cartilage of pigs. 
Materials and Methods 
Animals 
136 fattened pigs of a F2 generation of Duroc x Pietrain and Pietrain x Duroc were used. The 
final live weights ranged from 88 to 130 kg (mean 110 kg). The pigs were housed under 
standard conditions in groups of two per pen on a partly slatted floor at the Training and 
Research Center Frankenforst, of the University of Bonn. Water and feed (13.5 MJ ME/kg 
(88% DM); 16.5% crude protein (cystein: 0.3%, lysine: 1.0%, methionine: 0.28%, threonine: 
0.59%); 2.9% crude fat, 3.6% crude fibre, 4.55% ash (phosphorus: 0.55%, sodium: 0.13%)) 
were offered ad libitum. 
Sample collection 
Slaughter blood and synovial fluid from the elbow, shoulder, knee and hip joints of the right 
carcass half were collected at slaughter. In addition, the humerus and the femur were 
dissected and the cartilage was peeled off superficially (maximal 1 mm deep) from a 1 x 3.5 
cm area of each the humeral head, medial humeral condyle, femoral head and medial femoral 
condyle using a scalpel. The cartilage samples were snap-frozen in liquid nitrogen. Sagittal 
sections (0.5 cm x 2 cm x 1 cm) from the lateral humeral condyle, lateral femoral condyle, 
humeral head and femoral head were sawed. Blood serum was obtained by centrifugation 
(3000 g, 10 min, 4°C) after clotting. All samples were stored at -80 °C until further analysis. 
Histological evaluation of joint surfaces 
The sagittal sections were fixed in Bouin's fixative for 2 days, decalcified in RDO (Apex 
Engineering Products Co., Plainfield, IL, USA) and dehydrated for 4 h through a series of 
alcohol concentrations (70, 80, 90, and 100%). Subsequently, the sections were incubated in 
Rotihistol (Roth, Karlsruhe, Germany) and embedded in paraffin. Slices of 7 µm thickness 
were cut and stained according to the method of Masson-Goldner (ROMEIS, 1998). Two 
slices from two different sections per localisation were examined microscopically at a 
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magnification of 132 and 264. The localisations were graded as 0, 1, 2 or 3 according to a 
system adapted from a previous study of clinical grading (GODEGEBUURE et al., 1980). 
Grade 0 classified normal cartilage morphology (Figure 1A), grade 1 (Figure 1B) comprised 
sections with minor alterations caused by fibrillation, early hyperplasia or minor 
vascularisation, and sections with alterations in the deeper structure like massive fibrillation, 
hyperplasia and massive vascularisation were classified as grade 2 (Figure 1C). Grade 3 
represented extensive areas of necrosis and ossification. 
 
 
Figure 1.  Representative photomicrographs for different degenerative morphological 
changes of the joint surfaces of the distal humerus with the corresponding 
grading in fattened pigs   
(A) Grade 0: normal cartilage morphology, (132×); (B) Grade 1: surface erosion, 
(132×); (C) Grade 2: surface erosion with fibrillation, capillary (132×); (D) Grade 
3: massive eosinophilic matrix, ossification area (264×); (E) Grade 3: hyperplasia, 
capillary, vertical cleft (264×); (F) Grade 3: hyperplasia, surface erosion, 
ossification area (264×) 
Preparation of cartilage homogenates 
Cartilage samples from localisations graded as 0 (n=36, from 31 different pigs) and 3 (n=31, 
from 26 different pigs) from humeral head and femoral head were used for preparing cartilage 
homogenates. The homogenates were prepared according to SCHURIGT et al. (2005). In 
brief, frozen cartilage was ground with mortar and pestle under liquid nitrogen. Forty mg of 
the powdered tissue were then transferred to a reaction tube, and 200 µL of a homogenisation 
buffer (50 mM Tris/HCl pH 7.4, 300 mM KCl, 2.5 mM MgCl2, protease inhibitors according 
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to manufacturer's instruction (Complete, Mini, EDTA-free leaving the stability and the 
function of MMPs unaffected; Roche, Basel, Switzerland)) were added. The powder 
suspension was homogenised by using a shaker for 2 min and was incubated for 30 min on 
ice. Afterwards the samples were centrifuged for 30 min at 16.000 g and 4°C. The supernatant 
was re-centrifuged for 2 min at 16.000 g and 4°C, and the resulting supernatant was frozen at 
-80°C.  
Determination of HP and TP concentration 
The HP concentration in serum, synovial fluid and cartilage homogenates was analyzed by an 
ELISA (HISS et al., 2003). The concentration of total protein (TP) in synovial fluid and in 
cartilage homogenates was determined with a bicinchoninic acid assay (Sigma, Deisenhofen, 
Germany). 
Gelatine zymography 
The cartilage homogenates (1 mg TP/mL) were mixed 1:2 with electrophoresis loading buffer 
(50 mM Tris-HCl pH 6.8, 2% SDS, 0.1% bromphenol blue and 10% glycerol) and 15 µL 
were subjected to an 8% SDS-PAGE co-polymerised with 1 mg/mL gelatine (Sigma) under 
non-reducing conditions. Following electrophoresis, the gels were washed 4 times with 2.5% 
Triton X-100 (Roth, Karlsruhe, Germany) for 15 min each and incubated for 24 h in 50 mM 
Tris/HCl pH 7.4, 200 mM NaCl, 5 mM CaCl2, 0.02% Brij-35® (AppliChem, Darmstadt, 
Germany). The gels were then stained with 0.025% Coomassie brilliant blue G-250 (Roth) in 
a mixture of methanol: acetic acid: water (4.9:1:4.9) for 40 min and destained in 4% methanol 
with 8% acetic acid (12 h). The gelatinolytic activities were detected as transparent lysis 
bands against the background of Coomassie blue-stained gelatine. Prestained molecular 
weight marker (Fermentas, St. Leon-Rot, Germany; 5 µL per lane) and MMP-2 and MMP-9 
(Gelatinase A/ B, Chemicon, Temecula, Canada) as positive controls were used. In addition, a 
two-fold serial dilution of a mixture of the MMP-2 and MMP-9 positive control (gelatinase 
A/B, Chemicon) with PBS from 1:8 to 1:2048 was prepared and was used in one zymography 
to identify the limit of detection. 
One sample was used in all gels as a reference control. To quantify the zymographic activities 
of the detected enzymes, zymograms were digitised with a scanner (Epson Perfection 2480 
Photo, Seiko Epson Corp., Tokyo, Japan). The pictures were scanned in greyscale, inverted 
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and the lysis bands were analyzed by using the ImageQuant TL software (GE Healthcare, 
Freiburg, Germany). The zymographic activity of the MMPs was expressed as integrated 
optical density (IOD = optical density × area). IOD values of latent MMP-2 obtained from the 
reference control were used to normalize the IOD values obtained from the samples. 
Zymographic band intensity was expressed as a percentage of reference control values. As 
control, one zymography was repeated in the presence of 20 mM EDTA (MMP inhibitor) in 
the incubation buffer.  
Assay for MMP activity 
Inhibitors of MMPs are separated from the MMPs during zymography (SNOEK-VAN 
BEURDEN & VON DEN HOFF, 2005) and thus the activity of the native enzymes might not 
be correctly determined by this method. We therefore performed an activity assay for MMP-2 
and MMP-9 according to the method of RATNIKOV et al. (2000). The method is based on 
the cleavage of biotin-labelled gelatine through MMPs which is determined by immobilizing 
the amount of biotinylated fragments after incubation with the MMPs on streptavidin 
microtiter plates and quantifying them through enzyme-labelled streptavidin. Briefly, 10 mg 
of gelatine were dissolved in 0.1 M sodium borate buffer pH 9.0, at 60°C for tracer synthesis. 
Biotinamidocaproate N-hydroxysuccinimide (Sigma), dissolved in dimethyl sulfoxide 
(AppliChem) at 100 mg/mL, was added to the gelatine solution at a final concentration of 3 
mg/mL. The mixture was incubated for 3 h at room temperature and then 1 M NH4Cl (200 
µL/mL) were added to stop the reaction. PBS was added in a ratio of 1.5:1 and the 
biotinylated gelatine was applied to a PD-10 column (GE Healthcare) and eluted with PBS. 
The protein concentrations of the different fractions were determined by a bicinchoninic acid 
assay (Sigma). The tracer containing fractions were pooled, mixed with the same volume of 
glycerol and stored at -20 °C. 
Polypropylene reaction tubes (Sarstedt, Nümbrecht, Germany) were filled with 55 µL 
biotinylated gelatine, 30 µL Tris-buffer (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 5 mM CaCl, 0.005% 
Brij 35, pH 7.5) and 25 µL of cartilage homogenates per well. As control, a two-fold serial 
dilution of MMP-2 and MMP-9 (gelatinase A/B, Chemicon) with PBS, yielding a final 
concentration from 1:8 to 1:2,048, was pipetted into the plates instead of the cartilage 
homogenates. The mixtures were incubated for 4 h at 37 °C; 45 µL were transferred in 
duplicates into the wells of a streptavidin-coated plate (Greiner, Frickenhausen, Germany) 
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and incubated for 30 min at 37 °C. After five washes using a microtiter plate washer (EL404, 
BioTek Instruments, Bad Friederichshall, Germany) with 0.05% Tween20 in PBS, 100 µL 
streptavidin-peroxidase (Biozol, Eching, Germany), diluted 1:10,000 in Tris-buffer were 
filled into each well and incubated for 30 min at 37°C. Subsequently, the plates were re-
washed, the wells were filled with 100 µL freshly prepared substrate solution containing 0.05 
M citric acid, 0.055 M Na2HPO4, 0.05% urea hydrogen peroxide, 0.02% ProClin (Sigma) and 
1% of a tetramethylbenzidine (AppliChem) solution (12.5 mg/mL dimethyl sulfoxide) and 
were incubated at room temperature for 30 min in the dark. 
The reaction was stopped with 50 µL 1 M oxalic acid added to each well and dye production 
was determined photometrically at 450 nm (with 630 nm as reference) on a microtiter plate 
reader (ELX800, BioTek Instruments).  
Statistical analyses 
Analyses were performed with the statistical software SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, 
USA). HP and TP concentrations as well as the MMP activity were analyzed with the 
Kruskal–Wallis test for comparing the medians of different joints, histopathological grades 
and HP groups (groups classified according to the HP concentration in cartilage homogenates 
as being either above or below the limit of detection). To determine which specific differences 
were significant, the Mann-Whitney test was used. An alpha adjustment for multiple 
comparisons was performed. The frequency of histopathological grades for the different 
localisations (humeral condyle, humeral head, femoral condyle, femoral head) was compared 
by using the likelihood ratio Chi-Square test. For each test, P < 0.05 was considered to be 
statistically significant. Correlations were calculated according to Spearman.  
Results 
Grading of histopathological alterations 
From 544 localisations (due to technical reasons it was not possible to analyze all samples of 
every pig) 465 samples were histopathologically classified. The assessment of the histological 
samples provided grades from 0 to 3 for humeral condyle, humeral head, femoral condyle and 
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Figure 2.  Distribution of histopathological grades on different articular localisations in 
fattened pigs (Chi- Square test; P = 0.003) 
Concentration of HP and TP 
The concentration of TP in porcine synovia (n = 402) ranged from 2 mg/mL to 640 mg/mL 
(median 142 mg/mL). HP concentration in synovia (n = 465) ranged from 0.3 µg/mL to 1590 
µg/mL (median 172 µg/mL). Differences between the TP (P < 0.001) and HP concentration 
(P < 0.001) in synovia of shoulder, elbow, hip and knee were observed (Fig. 3).  
 
Figure 3.  (a) Haptoglobin (HP) and (b) total protein (TP) concentrations in synovia of 
different joints (mean + SEM) in fattened pigs; different letters indicate 
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The ratio HP:TP in synovia ranged from 0.1 to 10 µg HP/mg TP. No differences in the 
synovial HP/TP ratio were detected between the different joints. HP concentrations in serum 
(n = 124) were between 18 and 2990 µg/mL (median 1196 µg/mL). The serum/synovia ratio 




Figure 4.  Partition ratios of the haptoglobin concentration between simultaneously 
collected specimens of synovia and blood serum of different joints in fattened 
pigs (mean + SEM; P < 0.001); different letters indicate significant 
differences (P < 0.05) 
 
HP concentrations in the cartilage homogenates (n = 67) from humeral head and femoral head 
(graded as 0 or 3) ranged from 0.2 µg/mL (limit of detection) to 5.58 µg/mL (median 0.9 
mg/mL). In 31 samples, the HP concentrations were below the limit of detection. 
Serum HP and HP in synovia were correlated, whereby the concentration in serum was 4.1 
fold greater (r = 0.63; P = 0.01). In addition, HP in cartilage homogenates and serum (r = 
0.71; P = 0.01) were correlated as well as HP in cartilage homogenates and synovia (r = 0.83; 
P = 0.01). 
Zymography and activity assay 
As shown in Figure 5, high relative IOD values of the zymographic activity of latent MMP-2 
were detected in every sample (n = 67). The MMP-2 active form showed lysis bands with low 
IOD values in 38 cartilage homogenates. MMP-9 (latent and active forms) were detected at 
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Figure 5.  Relative activity of the MMP-2 and MMP-9 (IOD: integrated optical density) 
in unaltered cartilage (open bars) and cartilage with massive alterations 
(shaded bars) in fattened pigs (mean + SEM; n.s.: not significant) 
Figure 6 shows an exemplary zymogram of the cartilage homogenates. Control zymograms 
with incubation buffer containing 20 mM EDTA (MMP inhibitor) showed no digestion of the 
substrate after 18 h. The MMP activity assay showed no activity of MMP-2 and MMP-9 in 
the cartilage homogenates, neither for unaltered nor for histopathologically altered tissue. To 
compare the sensitivity of the zymography and the activity test, a serial dilution of a control 
of MMP-2 and MMP-9 was used in both tests. The zymogram showed lysis bands up to a 
dilution of 1:64 of the MMP-2 and MMP-9 control. In the MMP activity assay, the control of 
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Figure 6.  Exemplary zymogram demonstrating activity of MMP-2 and MMP-9  
Lane 1 contains a control of human MMP-2 and MMP-9 (active and latent form). 
Lane 2 to 9 show gelatinolytic activity of cartilage homogenates. The cartilage 
extract of lane 6 was used as a reference control in every zymogram. 
Influence of histopathological alterations on HP, TP and MMP 
The TP concentration in synovia from joints with massive alterations (grade 3) was higher (P 
= 0.018) than in joints without alterations (grade 0). In contrast, HP concentrations in synovia 
and the serum-synovia ratio from joints with different histopathological grades were not 
different. In addition, the concentrations of HP and the zymographic activity in cartilage 
homogenates from localisations graded as 0 or 3 showed no differences.  
When classifying tissue samples according to their HP concentration, i.e. as being below or 
above the limit of detection at 0.2 μg/mL, the lysis bands of the MMP-2 active form yielded 
stronger relative IOD values (P =0.034) in samples > 0.2 μg HP/mL than in samples below 


































Figure 7.  Relative activity (mean + SEM) of the MMP-2 active form (IOD: integrated 
optical density) of cartilage homogenates from fattened pigs with haptoglobin 
concentrations in this tissue being above (Hp+) or below the limit of detection 
(Hp-). Different letters indicate significant differences (P < 0.05) 
Discussion 
Degenerative alterations of the articular cartilage are frequently observed in growing pigs. In 
our study histopathological alterations were present in nearly 85% of the joint localisations. 
HEINONEN et al. (2007) reported alterations of the cartilage related to degenerative joint 
diseases in more than 94% of joints in fattening pigs at slaughter. In the present work, most of 
the lesions occurred in the distal femur, an observation which is supported by others (HILL et 
al., 1984; JORGENSEN & ANDERSON, 2000). In contrast to these works, JORGENSEN et 
al. (1995) reported the highest prevalence of osteochondrosis in the distal humerus. However, 
different breeds were used in these studies and the occurrence of osteochondral lesions is 
known to differ between breeds (GODEGEBURE et al., 1980; KADARMIDEEN et al., 
2004). A F2 population of Duroc x Pietrain and Pietrain x Duroc was used in our study 
because such a resource population provides a larger gene pool with greater phenotypic 
variations.  
The zymographic examinations showed no increased concentrations of active as well as latent 
MMP-2 and MMP-9 in cartilage tissue of localisations with degenerative alterations 
compared to normal cartilage. In contrast, CLEGG & CARTER (1999) demonstrated by 
zymography that normal equine articular tissues solely produces latent MMP-2 whereas 
similar tissues obtained from degenerative joint diseases produce both, latent and active 
MMP-2. This corresponds to findings of IMAI et al. (1997) who identified activated MMP-2 
in human osteoarthritic cartilage but not in unaltered tissue. Moreover, CLEGG & CARTER 
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(1999) found no zymographic activity corresponding to MMP-9 in unaltered equine cartilage 
whereas some cartilage samples obtained from horses suffering from osteochondrosis showed 
activated MMP-9. SÖDER et al. (2006) demonstrated by immunohistochemistry MMP-9 in a 
subset of normal and in a large portion of osteoarthritic chondrocytes in men. By the use of 
zymography, active and latent forms of the MMPS can be distinguished on the basis of their 
molecular weights. However, during zymography inhibitors are separated from the MMPS 
which may result in a greater activity than in vivo (WOESSNER, 1995). Therefore an activity 
assay was carried out which determined solely the non-inhibited activated MMP-2 and MMP-
9. When comparing the limit of detection between zymography and activity assay, the activity 
assay was found to be 32 times more sensitive. In the zymography, active forms of the MMP-
2 and MMP-9 were detected in 38 and 8 samples, respectively. In contrast, MMP-2 and 
MMP-9 were not detectable in the cartilage homogenates by the activity assay. We assume 
that inhibitors which are separated during zymography inhibited the MMP-2 and MMP-9. 
This finding suggests that in altered as well as in physiological cartilage samples we collected 
no or only low activity of MMP-2 and MMP-9 was present.  
AL-HIZAB et al. (2002) using in situ zymography, found markedly increased gelatinase 
activity in equine cartilage with osteochondrosis dissecans lesions. This activity was 
particularly prominent in the deep cartilage zone, whereas in the superficial zone only small 
areas of digestion were detected. These results support our findings, as our samples were 
collected from the superficial cartilage. Another possible explanation for the absent gelatinase 
activity is that histological alterations might be attributable to impairments being a thing of 
the past and the sampling was done when cartilage damages have already developed. 
However, examinations from PERRIN et al. (1978) showed that the severity of lesions is 
increased with the weight of the pigs, so that most severe lesions scores are found at 120 kg. 
Lesions may thus develop during a longer period and it is unlikely that during our sampling 
no cartilage degeneration was present. 
The low or absent activity of MMP-2 and MMP-9 we observed in porcine cartilage may have 
negative effects on the ability to regenerate this tissue. It is described that a spatially and 
temporally controlled expression of different MMPs is implemented in reaction to soft tissue 
wounding (MARTIN, 1997; MADLENER et al., 1998). HEMBRY et al. (2001) found that 
after generation of partial-thickness defects in porcine cartilage, macrophages migrate into 
defects and synthesize and deposit MMP-9 onto damaged cartilage matrix and newly 
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synthesized matrix in the defects whereby an extracellular cleavage is mediated. However, the 
authors described that already 3 weeks after creation of the defect, no MMP-9 is apparent in 
the zone of cartilage necrosis and that after further 3 weeks there was only limited proteolytic 
degradation in the zone of cartilage necrosis. HEMBRY et al. (2001) presumed that thereby a 
zone of mechanical weakness remains which contributes to a subsequent instability of this 
region and that, over time, compressive stress will lead to degenerative changes. Thus, it 
would be interesting to compare our results with the activity of MMP-2 and MMP-9 in 
cartilage of breeds which have a low prevalence of degenerative cartilage alterations, e.g. 
Yucatan pigs (FARNUM et al., 1984). 
In the synovia different proteins are elevated during degenerative joint diseases 
(YAMAGIWA et al., 2003). Therefore, it is not surprising that in the present study the TP 
concentration in the synovia was increased with the severity of histopathological cartilage 
alterations. HP concentration in the synovia was not influenced by the severity of the 
histopathological alteration. WILLUMSEN & FRIES (1975) reported that HP is elevated in 
rheumatoid arthritis (an inflammatory disease) in man compared with that seen in 
osteoarthritis, but no studies have been reported comparing concentrations of HP in synovia 
of joints with degenerative diseases with samples from healthy patients. Regardless of the 
alteration of the cartilage, a high correlation (r = 0.63) between HP in the synovia and in the 
serum was observed. This correlation may explain the high variability of the HP concentration 
in the synovia, as the HP serum concentrations are affected by influences which were not 
particularly addressed in our study, e.g. respiratory infections (HALL et al., 1992). 
WILLUMSEN & FRIES (1975) found a high correlation (r = 0.79) between the HP 
concentration in synovia and serum in men. They determined a difference in the serum-
synovia ratio of HP between joints suffering from rheumatoid arthritis and osteoarthritis, but 
did not examine healthy patients. PEJOVIC et al. (1995) showed that during rheumatoid 
arthritis, the permeability of the synovial membrane increases. In our results no differences in 
the ratio of HP in synovia and serum between unaltered joints and joints with degenerative 
alterations were established. However, differences in the concentration of TP and HP in the 
synovia as well as in the HP serum-synovia ratio among different joints were found. 
Therefore, it seems that different joints have different permeabilities of the synovial 
membrane or differ in the local synthesis of HP. Our results indicate that HP is present in 
porcine cartilage tissue. A high correlation was observed between HP concentration in the 
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cartilage and HP concentration in synovia (r = 0.83) as well as in serum (r = 0.71). However, 
for the acute phase protein α1-antitrypsin, it is described that due to its relatively high 
molecular mass (56 kDa) and its negative charge, it cannot enter articular cartilage (FISCHER 
et al., 1999). On the basis of the range of the isoelectric point values from 5.05 to 6.95 in the 
haptoglobin chains (KANNO & KATHO, 2001) and the pH of 7.29 to 7.45 in synovia 
(TURITTO & SLACK, 1998), synovial HP is assumingly charged negative. Due to this 
characteristic and the molecular mass of 120 kDa (PETERSEN et al., 2004), we speculate that 
the HP we detected in the cartilage homogenates does not originate from the synovia. This 
idea is supported by the evidence of HP mRNA in the cartilage homogenates as demonstrated 
by RT-PCR (data not shown). In addition, STEVENS et al. (2008) reported that chondrocytes 
of cartilage explants from bovine stifle joints express HP and that this synthesis is increased 
by Il-1β and TNF-α. Thus local expression of HP in cartilage can be assumed. Elevated 
concentrations of HP in serum are mainly attributable to hepatic synthesis in response to IL-6, 
IL-1 and tumor necrosis factor α (CASTELL et al., 1989). Based on the high correlation 
between HP in serum and in cartilage homogenates, circulating cytokines might influence the 
production of HP by chondrocytes. 
A well known biological function of HP is its ability to bind haemoglobin 
(DOBRYSZYCKA, 1997). This may be an important feature in the prevention of cartilage 
degenerations in joints. It is shown that exposure of cartilage to blood as well as to 
mononuclear cells plus red cells induces cartilage damages (HOOIVELD et al., 2003a; 
HOOIVELD et al., 2003b; JANSEN et al., 2007). HOOIVELD et al. (2003c) hypothesize that 
haemoglobin-derived iron in combination with an increased production of hydrogen peroxide 
by chondrocytes results in the formation of hydroxyl radicals in the vicinity of chondrocytes. 
This mechanism may result in chondrocyte damage. It is supposed that the hydroxyl radicals 
generated by this so-called Fenton reaction, activate MMP-9 (KUBOTA, 2007). TAJAIMA et 
al. (2005) described that haemoglobin stimulates the secretion of MMP-2 and MMP-9 by 
synovial tissue. JANSEN et al. (2007) reported that the MMP activity in cartilage shows a 
blood concentration-dependent increase directly after exposure. ZAMBONI et al. (2005) 
presumed that iron release could be a necessary link to the activation of MMPs.  
In addition to the indirect influence of HP on the secretion and activation of MMPs through 
the avoidance of iron release, HP has possibly a function as non-specific inhibitor of MMP-2 
and MMP-9. DE KLEIJN et al. (2002) showed in vitro that gelatin degradation by MMP-2 
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and MMP-9 is reduced in the presence of human HP. Therefore, the increased MMP-2 
activity in the zymography in cartilage homogenates with HP concentration above the limit of 
detection is possible due to a feedback loop: HP inhibits MMP-2 activity, and thus more 
MMP-2 is needed to get the same amount of tissue breakdown, when HP is present. HP is 
separated from the MMPs during zymography, and thereby the detected zymographic activity 
of MMP-2 is increased (DE KLEIJN et al., 2002). In contrast to these findings, BANNIKOV 
et al. (2007) described, that activated MMP-9-HP complexes in sera of cows have the same 
activity as activated HP-free MMP-9. Thus the importance of HP for MMP-2 and MMP-9 in 
the pig needs further investigation. 
In conclusion, we hypothesise that MMP-2 and MMP-9 are not involved in the degeneration 
of the articular cartilage in fattening pigs. Furthermore, we showed that HP is present in the 
cartilage and speculate that HP may have a function as unspecific inhibitor of the gelatinases 
in the cartilage of the pig.  
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4 Erweiterte Diskussion und Ausblick 
4.1 Einordnung der eigenen Arbeit 
Die vorliegende Arbeit ist Teil eines Projektes, in dem Gene und Chromosomenregionen bei 
Schweinen identifiziert werden sollen, die Einfluss auf die Knorpeldifferenzierung und 
Knochenentwicklung und somit auf die Fundamentstabilität ausüben. Das Ziel der eigenen 
Arbeit bestand darin, einen möglichen Einfluss der MMP-2, MMP-9 und HP auf die 
Entwicklung von Knorpeldegenerationen zu bestimmen, um so zu überprüfen, ob die Gene 
dieser Proteine in einem funktionellen Zusammenhang mit der Entstehung des 
Beinschwächesyndroms stehen. 
4.2 Diskussion der Nachweismethoden von Gelatinasen 
Die Nachweise der MMP-2 und MMP-9 wurden unter Verwendung der Zymographie und 
eines Aktivitätstest durchgeführt. Mit Hilfe der Zymographie war es möglich, sowohl 
zwischen den beiden Gelatinasen MMP-2 und MMP-9, als auch zwischen den jeweiligen 
aktiven und inaktiven Enzymstufen zu differenzieren. Dadurch können Aussagen über die 
relative Quantität der einzelnen Gelatinasen und über das Ausmaß der Enzymaktivierung 
getroffen werden. Nachteilig an dieser Methode ist, dass potentielle Inhibitoren während der 
Zymographie von den MMPs getrennt werden und dem entsprechend die Zymographie unter 
Umständen eine höhere Aktivität wiedergibt als sie in vivo vorliegt. Aus diesem Grunde 
wurde zusätzlich ein Aktivitätstest durchgeführt. Diese Nachweismethode ermöglicht es zwar 
nicht, zwischen den beiden Gelatinasen zu unterschieden, jedoch wird ausschließlich die 
Aktivität der Enzyme wiedergegeben, die aktiviert und gleichzeitig nicht inhibiert sind. 
Dementsprechend läst sich unter Verwendung des Aktivitätstestes die Gelatinaseaktivität 
nachweisen, wie sie in vivo vorliegt. 
Auf die Verwendung von Nachweismethoden unter Einsatz von Antikörpern gegen MMP-2 
und MMP-9 (Immunhistochemie, Westernblot) wurde bei der vorliegenden Arbeit verzichtet. 
Diese Methoden können nicht zwischen einer aktiven und inaktiven Form sowie zwischen 
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inhibierten und nicht-inhibierten Enzymen differenzieren und hätten dem entsprechend nicht 
zu zusätzlichen Kenntnissen geführt. 
4.3 Matrixmetalloproteinasen, Akute-Phase-Proteine und Knorpel- 
degenerationen 
Während der Homöostase ist der Knorpelmetabolimus durch ein konstantes Gleichgewicht 
zwischen Synthese und Abbau gekennzeichnet. Krankhafte Veränderungen entstehen dann, 
wenn das Gleichgewicht zwischen der Synthese von Matrixkomponenten, sowie der 
Synthese, Aktivierung und Inhibierung von Proteasen gestört ist. Es wird vermutet, dass dabei 
die Aktivierung von MMPs den fundamentale Schritt in der Entwicklung von pathologischen 
Veränderungen des Knorpelgewebes darstellt (CLEGG & CARTER, 1999). Sowohl unter 
physiologischen als auch pathophysiologischen Bedingungen spielen Zytokine im 
Knorpelgewebe eine wichtige Rolle, indem sie die Synthese sowie den Abbau von 
Matrixbestandteilen regulieren (VAN DEN BERG, 1999). 
Grundsätzlich können die Zytokine, die einen Einfluss auf den Chondrozytenmetabolismus 
besitzen, drei Gruppen zugeordnet werden: destruktive Zytokine, regulative Zytokine und 
anabole Faktoren. Zur Gruppe der destruktiven Zytokine gehört unter anderem das IL-1. 
Dieses Zytokin besitzt einen supressiven Effekt auf die Proteoglykansynthese (VAN DEN 
BERG, 1999) und stimuliert gleichzeitig die Chondrozyten MMPs auszuschütten, die einen 
Knorpelabbau bewirken (FERNANDES et al., 2002; STEVENSEN et al., 2008). MOHATI et 
al. (1993) konnten zeigen, dass IL-1α im Knorpelgewebe die Synthese von MMP-9-mRNA 
und MMP-9 erhöht. Der Nettoeffekt der IL-1Wirkung liegt also in einer Reduktion der 
Matrixsynthese und einer Steigerung des Abbaus, was zu einem schnellen Abbau der 
Proteoglykane und Kollagene führt. So konnten OLEKSYSZYN & AUGUSTINE (1996) bei 
bovinen und humanen Gelenkknorpelkulturen durch Zugabe von IL-1 eine Degradation des 
Gewebes hervorrufen. Zu den Faktoren mit ähnlicher Wirkung gehören TNF-α, Leukämie-
Inhibitor-Faktor (LIF) und IL-17. TNF-α und LIF werden hautsächlich durch Chondrozyten 
gebildet, wohingegen IL-17 ein Derivat der T-Zellen darstellt. Verglichen mit IL-1 bewirkt 
der TNF-α jedoch eine deutlich geringere Steigerung des Knorpelgewebeabbaus. Die 
Bedeutung von LIF und IL-17 wurde bislang in vivo nicht weiter untersucht (VAN DEN 
BERG, 1999). 
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Die zweite Gruppe stellen die sogenannten regulativen Zytokine dar, zu der IL-4, IL-10 und 
IL-13 zugeordnet werden. Diese Zytokine können die Produktion der destruktiven Zytokine 
IL-1 und TNF durch Makrophagen und Chondrozyten inhibieren und zusätzlich die Synthese 
von Inhibitoren gegen IL-1 und TNF steigern, darunter den IL-1-Rezeptor-Antagonist (IL-1-
ra). IL-4 besitzt darüber hinaus einen direkten Effekt auf die Chondrozyten durch die 
Reduktion der induzierbaren Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS). Dieses Enzym wird durch 
Chondrozyten unter Einfluss von IL-1 gebildet und bewirkt den Großteil der durch IL-1 
hervorgerufenen Verminderung der Proteoglykansynthese. IL-6 ist ein Zytokin, das ebenfalls 
zu der regulativen Gruppe gehört. Dieses IL stimuliert die Synthese von TIMPs und inhibiert 
so, den durch Zytokine ausgelösten Abbau von Knorpelmatrix (VAN DEN BERG, 1999). So 
konnten In-vivo-Studien bei Mäusen mit einem IL-6 Defizit eine deutlich erhöhte 
Knorpelzerstörung festgestellt werden (VAN DE LOO et al., 1997). 
Die dritte Kategorie bilden die Wachstumsfaktoren. Die zu dieser Gruppe gehörigen Zytokine 
interferieren nicht direkt mit der IL-1 Bildung, sondern sind in der Lage dem katabolen Effekt 
von IL-1 entgegenzuwirken, indem sie die Synthese von Matrixkomponenten erhöhen. Der 
Insulin-Like-Growth-Faktor-1 (IGF-1) stellt unter physiologischen Bedingungen den 
wichtigsten anabolischen Faktor im adulten Gelenkknorpel dar. Neben IGF-1 können eine 
ganze Reihe von Wachstumsfaktoren, darunter der Transforming-Growth-Faktor-β (TGF-β), 
die Syntheseleistung von Chondrozyten stimulieren. Auch scheinen Bone-Morphogenetic- 
Proteins (BMPs) und Chondrocytes-Derived-Morpogenetic-Proteins (CDMPs) eine 
stimulierende Wirkung auf die Bildung von extrazellulärer Matrix zu besitzen (VAN DEN 
BERG, 1999). 
Verschieden Zytokine, unter anderem das IL-1, IL-6 und der TNF-α spielen ebenfalls als 
Mediatoren bei der sogenannten Akute-Phase-Reaktion eine Rolle. Die Akute-Phase-Reaktion 
bezeichnet eine unspezifische, physiologische Reaktion des Organismus auf Störungen der 
Homöostase (ECKERSALL, 1995; ALAVA et al., 1997), die auch bei 
Knorpeldegenerationen ausgelöst wird. So konnte SIPE (1995) nachweisen, dass bei 
osteoarthrotischen Veränderungen die Plasmakonzentrationen der Akute-Phase-Proteine C-
reaktives-Protein und Serum-Amyloid-A ansteigen. Aber auch im Knorpelgewebe selbst 
können Akute-Phase-Proteine ausgeschüttet werden. So steigt die Konzentration des Serum-
Amyloid-A im Knorpelgewebe nach einer Behandlung mit IL-1α, IL-1β oder TNF-α bei In- 
vitro-Untersuchungen an (GRUBER et al., 2004; STEVENS et al., 2008). Auch das, als 
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unspezifischer Proteaseinhibitor bekannte Akute-Phase-Protein α2-Makroglobulin kann in 
Knorpelgewebekulturen nachgewiesen werden (MILNER et al., 2006). OLEKSYSZYN & 
AUGUSTINE (1996) zeigten in vitro, das die Zugabe von α2-Makroglobulin den Abbau von 
Knorpelsubstanz verhindern kann. STEVENS et al. (2008) berichteten, dass die Ausschüttung 
von HP in bovinen Knorpelexplantaten nach einer Behandlung mit IL-1β oder TNF-α 
ansteigt. Dem entsprechend scheint IL-1 eine in sich antagonistische Wirkung zu besitzen, da 
dieses Zytokin zum einen eine verstärkte MMP-Aktivität, zum anderen auch eine Erhöhung, 
der zum Teil als unspezifische Inhibitoren wirkenden Akute-Phase-Proteine, in den 
Chondrozyten hervorruft. 
FISCHER et al. (1999) zeigten, dass das IL-6 einen Anstieg in der Synthese des 
unspezifischen Proteaseinhibitors und Akute-Phase-Proteins α1-Antitrypsin der Chondrozyten 
bewirkt. Die Autoren vermuten deshalb in der Existenz einer lokalen Akute-Phase-Reaktion 
im Knorpelgewebe und der damit verbundenen Synthese von Akute-Phase-Proteinen eine für 
das Knorpelgewebe schützende Wirkung. Dieses gilt im Besonderen für die als 
unspezifischen Proteaseinhibitoren bekannten α2-Makroglobulin und α1-Antitrypsin. Auch der 
bereits erwähnte, durch die regulativen Zytokine beeinflusste IL-1-ra gehört zu den Proteinen, 
die während der Akute-Phase Reaktion verstärkt gebildet werden (GABAY et al., 1997).  
Da für das Akute-Phase-Protein HP ebenfalls eine inhibitorische Wirkungen auf die MMP-2 
und MMP-9 festgestellt werden konnte (DE KLEIJN et al., 2002), besitzt dieses Protein 
möglicherweise ebenfalls eine Bedeutung für die Aufrechterhaltung oder Wiederherstellung 
der Homöostase im Knorpelgewebe. Allerdings konnten in den eigenen Untersuchungen 
keine Beziehung zwischen der Haptoglobinkonzentration im Knorpelgewebe und dem 
Auftreten von Knorpeldegenerationen ermittelt werden. Abb. 3 zeigt zusammenfassend 
mögliche Zusammenhänge zwischen MMPs und Akute-Phase-Proteinen auf die 
Knorpelhomöostase. 
























































Abb. 3: Wechselwirkungen von Zytokinen und Akute-Phase-Proteine auf den 
Knorpelmetabolimus 
Die gestrichelten Linien bedeuten eine reduzierende, die durchgezogenen Linien 
eine verstärkende Wirkung (teilweise entnommen von VAN DEN BERG, 1999). 
 (BMPs = Bone Morphogenetic Proteins, CDMP = Chondrocytes-Derived-
Morphogenetic-Proteins, ECM = extrazelluläre Matrix, IGF-1 = Insulin-Like 
Growth Factor 1, IL = Interleukin, IL-1-ra = IL-1- Rezeptorantagonist, 
LIF = Leukämie-Inhibitor-Faktor, iNOS = induzierbare Stickstoffmonoxid-
Synthase MMPs = Matrix-Metalloproteinasen, TGF = Tumor-Growth-Factor, 
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4.4 mRNA von Gelatinasen und Haptoglobin im Knorpelgewebe 
In den eigenen Untersuchungen konnten die MMP-2 und -9 im Knorpelgewebe nachgewiesen 
werden. Neben einer Diffusion aus der Synovia könnten die Enzyme auch aus einer Synthese 
innerhalb des Knorpelgewebes stammen. Untersuchungen von GEPSTEIN et al. (2002) 
zeigten mRNA der MMP-2 und -9 im gesunden murinen Knorpelgewebe. In humanen 
Chondrozyten erfolgte der Nachweis von MMP-2 mRNA im normalen, als auch im 
osteoarthrotischen Gewebe, wobei ein fünffacher Anstieg der mRNA in durch Osteoarthrose 
veränderten Chondrozyten ermittelt wurde. Auch als Protein zeigte sich die MMP-2 in den 
Chondrozyten und zwar sowohl im gesunden als auch veränderten Gewebe, wobei auch hier 
eine höhere Konzentration im veränderten Gewebe vorlag (DUERR et al., 2004). Die Autoren 
vermuten deshalb, dass die MMP-2 nicht nur bei Knorpeldegenerationen sondern auch 
während des physiologischen Knorpelumsatzes eine Rolle spielt. SÖDER et al. (2006) wiesen 
MMP-9 mRNA im human osteoarthrotischen Chondrozyten, nicht aber im gesunden Knorpel 
nach. Mittels Immunhistochemie konnten bei einem Großteil der osteoarthrotische 
Chondrozyten ebenfalls die MMP-9 ermittelt werden, während im unveränderten Gewebe die 
Chondrozyten nur in wenigen Fällen die MMP-9 enthielten. Aus diesem Grunde nehmen die 
Autoren an, dass anders als bei der MMP-2, die MMP-9 im physiologischen Knorpelumsatz 
eine nur sehr geringe oder ausschließlich fokal begrenzte Rolle spielt. Die eigenen 
Untersuchungen an porcinen Knorpel können zum Teil vergleichbare Rückschlüsse zulassen. 
So konnte die latente Form der MMP-2 in allen untersuchten Knorpelgewebeproben 
nachgewiesen werden und die aktive Form in 56% aller untersuchten Proben, wobei keine 
Unterschiede zwischen normalem und verändertem Gewebe vorlagen. Bei der MMP-9 
hingegen zeigte sich nur bei etwa 37 % der Proben die latente Form und nur in 11% die aktive 
Form, wobei auch das Ausmaß der zymographischen Aktivität der MMP-9 deutlich geringer 
war, als bei der MMP-2. In den eigenen Untersuchungen konnten aber im Gegensatz zu 
SÖDER et al. (2006) auch bei der MMP-9 keine Unterschiede zwischen veränderten als auch 
unveränderten Geweben nachgewiesen werden. Möglicherweise ist das auf beginnende 
Veränderungen des untersuchten Knorpelgewebes zurückzuführen, die pathohistologisch 
noch nicht erfasst werden konnten.  
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HP mRNA konnte in institutseigenen Untersuchungen in porcinem Knorpelgewebe 
nachgewiesen werden (Daten nicht veröffentlicht). Auch WISLON et al. (2008) konnten bei 
Mäusen HP mRNA in Knorpelextrakten von Fermurköpfen nachweisen. 
4.5 Genetische Variationen der Gelatinasen 
PETERS et al. (1999) zeigten, dass eine Variation in der Promoterregion des humanen MMP-
9-Gens zu einer Variation der Expression auf Ebene der Transkription führt. Die Autoren 
stellten fest, dass dieser genetische Polymorphismus feine Unterschiede in der MMP-9 
Aktivität hervorruft, die zu Veränderungen von Blutgefäßen führen (erhöhte Anfälligkeit 
gegenüber der Bildung von intrakranialen Aneurysmen). Auch für das humane MMP-2-Gen 
sind Variationen in der Promoterregion beschrieben, die vermutlich die Transkription des 
MMP-2 Gens beeinflussen (PRICE et al., 2001). Dementsprechend scheint es möglich, dass 
auch beim Schwein genetische Polymorphismen der MMP-2 und MMP-9 vorhanden sind, die 
möglicherweise einen Einfluss auf die Entstehung degenerativer Knorpelerkrankungen 
besitzen. 
4.6 Ausblick 
Aus den Ergebnissen dieser Arbeit ergeben sich neue Fragstellungen, die in weiteren 
Untersuchungen geklärt werden sollten. 
 
In der vorliegenden Arbeit konnte HP im Knorpelgewebe nachgewiesen und bei 
Knorpelhomogenaten mit einer HP-Konzentration über der Nachweisgrenze eine erhöhte 
zymographische Aktivität der MMP-2 Aktivform ermittelt werden. Da für verschiede Spezies 
jedoch widersprüchliche Aussagen über die Funktionen von HP als Inhibitor existieren, 
sollten die inhibitorischen Effekte von porcinem HP auf die porcine MMP-2 und MMP-9 in 
vitro überprüft werden, um so Aussagen über Funktionen von HP im Knorpel des Schweines 
treffen zu können. An Knorpelgewebekulturen könnte darüber hinaus geklärt werden, ob eine 
durch IL-1 ausgelöste Knorpeldegeneration durch Zugabe von HP beeinflusst werden kann. 
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Da in der Literatur die MMP nicht nur als Ursache von Knorpeldegenerationen, sondern auch 
als wichtiger Bestandteil von Regenerationsprozessen beschrieben wird, bleibt zu klären, ob 
die geringe oder nicht vorhandene Aktivität der Gelatinasen Anzeichen für eine geringere 
Regenerationsfähigkeit des untersuchten Gelenkknorpels darstellt. Diese möglicherweise 
eingeschränkte Regenerationsfähigkeit z. B. gegenüber kleineren Verletzungen des 
Knorpelgewebes könnte die Entwicklung von Knorpeldegeneration begünstigen. Eine 
Möglichkeit diese Fragestellung näher zu untersuchen bestünde darin, die Gelatinaseaktivität 
in Knorpelproben von Schweinerassen mit sehr geringer Anfälligkeit gegenüber 
Gelenkserkrankungen (z. B. Yucatan - Schweine) zu bestimmen. 
 
Die dieser Untersuchung zugrunde liegenden Knorpelproben entstammen aus dem 
oberflächlichen Bereichen des Gelenkknorpels. Durch Osteochondrose verursachte 
Schädigungen des Knorpels entstehen jedoch in den Ossifikationszentren des unterhalb des 
Gelenkknorpels liegenden artikulären/epiphysären Wachstums-Knorpels oder in den 
Epiphysenfugen. Da vermutet wird, dass die Entwicklung von Osteochondrose auf ein 
Ungleichgewicht zwischen katabolen und anabolen Prozessen zurückzuführen ist (AL-
HIZAB et al., 2002), könnten die MMP-2 und MMP-9 als Bestandteil von katabolen 
Prozessen eine Rolle bei der Entstehung von Osteochondrose im Wachstumsknorpel spielen. 
In weiterführenden Untersuchungen sollten deshalb Knorpelproben aus den Wachtumszonen 
des Knorpels entnommen und auf die Aktivität von MMP untersucht werden. Auch HP 
könnte in den Verknöcherungszonen von Bedeutung sein. Durch die inhibitorische Wirkung 
auf die MMP-2 und MMP-9 bewirkt HP vermutlich eine Akkumulation von Gelatine, die 
dann als temporäre Matrix für die Zellmigration dienen könnte (DE KLEIJN et al., 2002), 
eine Funktion, die auch bei der Ossifikation des Wachstumsknorpels von Bedeutung sein 
könnte. 
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5 Zusammenfassung  
Das Ziel der eigenen Arbeit bestand darin die Bedeutung der MMP-2 und MMP-9 bei der 
Degeneration des Gelenkknorpelgewebes des Schweines näher zu untersuchen. Dabei galt es 
ebenfalls zu klären, welchen Einfluss das Akute-Phase-Protein HP auf die Ausprägung der 
Knorpelveränderung sowie auf die Aktivität der MMP besitzt. 
 
Von 136 Mastschweinen einer F2 Generation von Pietrain x Duroc and Duroc x Pietrain 
wurden während der Schlachtung Blut sowie Synovia von Schulter-, Ellenbogen-, Hüft- und 
Kniegelenk aus der rechten Schlachtkörperhälfte gewonnen. Zusätzlich wurden Humerus und 
Femur präpariert. Anschließend wurde craniodorsal des Caput femoris, dorsal des Condylus 
medialis femoris, craniomedial des Caput humeri sowie dorsal des Condylus medialis humeri 
Knorpelproben entnommen und aus den Gelenkflächen von Humerus und Femur sagittale 
Scheiben gesägt. Diese Gelenkkochenscheiben wurden in Paraffin eingebettet und 
anschließend aus diesen Blöcken 7 µm dicke histologische Schnitte angefertigt. Anschließend 
erfolgten die Färbungen der Schnitte nach Masson-Goldner sowie eine histopathologische 
Einstufung. Dabei wurde eine vierstufige Einteilung der histologischen Schnitte (unverändert, 
geringgradig verändert, mittelgradig verändert und hochgradig verändert) vorgenommen. Aus 
Knorpelproben des Caput femoris und des Caput humeri, die histopathologisch als 
unverändert oder hochgradig verändert eingestuft wurden, erfolgte die Erstellung von 
Knorpelhomogenaten. Dazu wurde unter Zusatz von flüssigem Stickstoff das Gewebes 
zermörsert und anschließend unter Verwendung eines Puffers homogenisiert. Darauf folgend 
wurden die Homogenate zentrifugiert und der Überstand zur weiteren Verwendung 
abgeschöpft. 
Die HP-Konzentrationen des aus dem Schlachtblut gewonnen Serums, der Synovia und den 
Knorpelhomogenaten wurden unter Verwendung eines ELISAs ermittelt. Darüber hinaus 
wurden mit Hilfe eines BCA Testes die TP-Konzentrationen in der Synovia gemessen. Die 
Aktivität der MMP-2 und MMP-9 in den Knorpelhomogenaten wurde mit Hilfe der 





Von den 136 Mastschweinen, die der Untersuchung zu Grunde lagen, wurden insgesamt 465 
(aus technischen Gründen konnten nicht alle Gelenke klassifiziert werden) 
Gelenkslokalisationen histologisch eingestuft. Von diesen Lokalisationen wiesen fast 85% 
histopathologische Veränderungen auf, wobei die meisten Veränderungen im distalen Femur 
zu finden waren. Die Untersuchung der Synovia zeigte Gesamtproteingehalte (TP) von 2 bis 
640 mg/mL (Median 142 mg/mL) und HP-Gehalte von 0,3 bis 1590 µg/mL (Median 172 
mg/mL). Die Konzentration von HP und TP unterschieden sich signifikant zwischen Schulter, 
Ellenbogen, Hüfte und Knie. Der Anteil von HP am TP variierte von 0,1 bis 10 µg HP/mg TP. 
Die HP-Konzentrationen im Serum ergaben Werte zwischen 18 und 2990 mg/mL (Median 
1196 mg/mL). Die Untersuchung der Knorpelextrakte (n = 67) der Humerusköpfe und 
Femurköpfe, die histopathologisch als unverändert oder hochgradig verändert eingestuft 
wurden, wiesen HP-Konzentration zwischen der Nachweisgrenze von 0,2 µg/mL und 5,58 
µg/mL auf. Bei 31 Proben konnte HP-Konzentrationen oberhalb der Nachweisgrenze ermittelt 
werden. Die HP Konzentration im Serum und in der Synovia waren korreliert (r = 0,63; P = 
0,01), wobei die HP Konzentration im Serum einen 4,1 fach höheren Wert aufwiesen. Die 
HP-Konzentration der Knorpelextrakte korrelierte mit den Konzentrationen des Serums (r = 
0,71; P = 0,01) und denen der Synovia (r = 0,83; P = 0,01). Die latente Form der MMP-2 
zeigte mit 101% die höchste zymographische Aktivität. Die aktive Form der MMP-2 und die 
MMP-9 (latente als auch aktive Form) zeigte eine zymographische Aktivität von unter 5%, 
wobei auch nur in einem Teil der untersuchten Knorpelextrakte eine zymographische 
Aktivität nachweisbar war. Der durchgeführte Aktivitätstest zeigte, mit Ausnahme der 
Positivkontrolle, in keinem der untersuchten Knorpelhomogenate eine Aktivität der 
Gelatinasen. Im Gegensatz zur Zymographie werden beim Aktivitätstest aktivierte MMPs, die 
inhibiert sind, nicht detektiert. Um die Nachweisgrenzen der Zymographie mit dem 
Aktivitätstest vergleichen zu können, wurde bei beiden Nachweismethoden einer 
Standardverdünnungsreihe einer Kontrolle von Gelatinasen verwendet. In der Zymographie 
konnte bis zu einer Verdünnung von 1:64 Gelatinasen nachgewiesen werden, während mit 
Hilfe des Aktivitätstestes eine gelatinolytische Aktivität bis zu einer Verdünnung von 1:2048 
ermittelt werden konnte. Die TP Konzentration in der Synovia von Gelenken mit massiven 
Veränderungen zeigte im Vergleich zu der Synovia von Gelenken ohne Veränderungen 
höhere Werte. Hingegen konnten bei der HP-Konzentration in der Synovia sowie dem 
Synovia–Serum Verhältnis von HP keine Unterschiede zwischen verschieden 
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histopathologischen Einstufungen ermittelt werden. Ebenfalls zeigten sich keine Unterschiede 
bei Knorpelhomogenaten von unveränderten und hochgradig veränderten Lokalisationen 
hinsichtlich Aktivität der Gelatinasen und der HP-Konzentration. Zur Betrachtung des 
Einflusses von HP auf die Aktivität der MMPs wurden die einzelnen Proben hinsichtlich ihres 
HP-Gehaltes in zwei Gruppen eingeteilt, wobei die Nachweisgrenze des HP-ELISAs von 0,2 
µg HP/mL als Grenzwert fungierte. Zwischen diesen beiden Gruppen zeigte sich ein 
Unterschied (p = 0,034) für die MMP-2 Aktivform. Während der Median der 
zymographischen Aktivität bei der HP - Gruppe unterhalb der Nachweisgrenze bei 0 lag, 
zeigte sich in der Gruppe oberhalb der Nachweisgrenze ein Median von 2,68%. Für die 
MMP-9 in der Pro- und Aktivform und für die MMP-2 Proform konnten keine Unterschiede 
zwischen den beiden HP-Gruppen ermittelt werden. 
In den vorliegenden Untersuchungen konnte HP im Knorpelgewebe nachwiesen werden. 
Dementsprechend scheint es möglich, dass HP aufgrund seiner Funktion als Inhibitor von 







Chemikalien und Puffer 
Reinstwasser 
 Leitungswasser aufbereitet über eine zweistufige Umkehrosmose (elect water purifier, 




 50 mM Tris/HCl      (Roth, Karlsruhe) 
 300 mM KCl       (Roth) 
 2,5 mM MgCl2      (Roth) 
 1 Tabelette Proteasinhibitor auf 10 mL Puffer 
(Complete, Mini, EDTA-free)     (Roche, Mannheim) 




 0,15 M Tris/HCl       (Roth) 
 0,4% Natriumdodecylsulfat (SDS)    (Sigma, Deisenhofen) 
 pH 8,8 
 
Trenngel 8 %ig  
 2,67 mL Acrylamid (30%) (Rotiphorese® Gel A)   (Roth) 
 1,07 mL Bisacrylamid (2%) (Rotiphorese® Gel B)  (Roth) 
 2,50 mL Trenngelpuffer  
 3,76 mL H2O 




Das Gemisch wird mit 
 45 µL10% Ammoniumpersulfatlösung (APS)  (Sigma) 




 0,5 M Tris/HCl      (Roth) 
 0,4% SDS       (Sigma) 
 pH 8,8 
 
Sammelgel 4 %ig  
 0,80 mL Acrylamid (30%) (Rotiphorese® Gel A)  (Roth) 
 0,30 mL Bisacrylamid (2%) (Rotiphorese® Gel B)  (Roth) 
 1,25 mL Sammelgelpuffer 
 0,50 mL H2O 
Das Gemisch wird mit 
 40 µL10% APS      (Sigma) 




 20 mg Bromphenolblau      (Sigma) 
 10 mL 0,1 M Tris/HCl      (Sigma) 
 pH 7,5 
 
Probenpuffer (2 x konzentriert) 
 3 mL Bromphenolblaulösung 
 40 mL Glycerin      (Merck, Darmstadt) 
 10 mL 20% SDS-Lösung     (Sigma) 
 4 mL 1M Tris/HCl pH 6,8     (Roth) 






 0,25 mM Tris/HCl      (Roth) 
 0,2 M Glycerin      (Roth) 
 0,1 % SDS       (Sigma) 
 
Inkubationspuffer 
 50 mM Tris/HCl      (Roth) 
 200 mM NaCl       (AppliChem) 
 5 mM CaCl2       (AppliChem) 
 0,02% Brij-35       (AppliChem) 
 
Waschpuffer 
2,5% Trition®X-100 (v/v)     (Sigma) 
 
Färbelösung für Gele 
 2,5 g Coomassiebrilliantblau (Brilliant Blau R 250)  (Roth) 
 454 mL Methanol      (Roth) 
 92 mL Eisessig      (Roth) 
 mit H2O auf 1L auffüllen 
 
Entfärbelösung 
 100 mL Methanol      (Roth) 
 150 mL Eisessig      (Roth) 




Waschpuffer PBS (10 fach Konzentrat) 
 1,36 M NaCl       (AppliChem) 
 81 mM Na2HPO4      (AppliChem) 
 27 mM KCl       (Roth) 




 0,05% Tween® 20      (Roth) 
zur Herstellung der gebrauchsfertigen Lösung wurden 10 mL auf 1L aufgefüllt  
 (pH 7,3) 
 
Biotinamidocaproate N-hydroxysuccinimide Lösung 
 100 mg BiotinamidocaproateN-hydroxysuccinimide (Sigma) 
 1 mL Dimethylsulfoxid (DMSO)    (AppliChem) 
 
Tracer 
 10 mg/mL Gelatine      (Sigma) 
 0,1 M Natriumboratpuffer pH 9,0 
 3 mg/mL BiotinamidocaproateN-hydroxysuccinimide Lösung 
 
Trispuffer 
 50 mM Tris/HCl       (Roth) 
 150 mM NaCl       (AppliChem) 
 5 mM CaCl       (AppliChem) 
 0,005 Brij35       (AppliChem) 
 pH 7,5 
 
Tetrametylbenzidin (TMB)-Stammlösung 
 12,5 mg 3,3’, 5,5’-TMB     (AppliChem) 
 1 mL DMSO       (AppliChem) 
 
Substratpuffer 
 0,05 M Zitronensäure      (Roth) 
 0,055 M Na2HPO4      (Sigma) 
 0,05% Harnstoffperoxid     (Sigma) 
 20 mL/L ProClin 150®     (Sigma) 






 17 mL Substratpuffer 
 170 µL TMB-Stammlösung 
 
Stoppreagenz 




 0,05 M NaHCO3      (Roth) 
 200 µL/L Proteaseinhibitor Complete™    (Roche) 
 20 mL/L Pro Clin 150®     (Sigma) 
 pH 9,6 
 
Caseinlösung 
 0,05 M NaOH       (AppliChem) 
 2,5% Casein       (Sigma) 
 1,5 mM EDTA (Dinatriumsalz Dihydrat)   (Roth) 
 200 µL/L Proteaseinhibitor Complete™   (Roche) 
 20 mL/L Pro Clin 150®     (Sigma) 
 pH 7,2 
 
Testpuffer 
0,12 M NaCl       (Roth) 
0,002 M Na2HPO4      (Sigma) 
0,01 M EDTA (Dinatriumsalz Dihydrat)   (Roth) 
0,005% Chlorhexidin      (Sigma) 
0,01 M Gelatine (Gelatin Hydrolysate)   (Sigma) 
0,05% Tween® 20      (AppliChem) 
0,002% Phenolrot      (Sigma) 
200 µL/L Proteaseinhibitor (Complete™)   (Roche) 






Waschpuffer PBS (10 fach Konzentrat) 
1,36 M NaCl       (Roth) 
81 mM Na2HPO4      (AppliChem) 
27 mM KCl       (Roth) 
15 mM KH2PO4      (Sigma) 
55 g/L Tween® 20      (AppliChem) 
20 mL/L ProClin 150®     (Sigma) 
zur Herstellung der gebrauchsfertigen Lösung wurden 10 mL auf 1L aufgefüllt  
 (pH 7,3) 
 
Streptavidin-Peroxidase 
 Streptavidin-Peroxidase     (Biozol, Eching) 
 
Substratpuffer 
 siehe Aktivitätstest 
 
TMB-Stammlösung 
 siehe Aktivitätstest 
 
Substratlösung 
 17 mL Substratpuffer 
 340 µL TMB-Stammlösung 
 
Stopplösung 
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